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ABREVIATURAS

ADA: Asociacién Americana de la diabetes

AGE/s: productos finales de glicosilacion avanzada
ALRZ2: aldosa reductasa-2

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

BHRI: barrera hematorretiniana interna

DAG: diacilglicerol

ECA: enzima convertidora de angiotensina
EM/EMD/EMC: edema macular/ edema macular diabético/ edema macular cistoide
eNQOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

ET-1: endotelina-1

FID: Federacion internacional de la diabetes

GFAT: enzima fructosa-6-fosfato aminotransferasa
GNV: glaucoma neovascular

HbAL1C: hemoglobina glicosilada

HIF-1: factor 1 inducido por la hipoxia

HV: hemorragia vitrea

MAP: proteina activada por mitégeno

MODY: diabetes de la edad madura que se presenta en el joven
NAD+: nicotinamida adenina dinucleétido

NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato
NFk@: factor de necrosis tumoral Kappa B

NV: neovascularizacion

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
PKC: proteina quinasa C

PLA2: fosfolipasa-A2

RAGE: receptor de productos finales de glicosilaciéon avanzada
RAS: Sistema renina-angiotensina

RD: retinopatia diabética

RDNP: retinopatia diabética no proliferativa

RDP: retinopatia diabética proliferativa

ROS: especies reactivas del oxigeno

TGF-a: factor de crecimiento transformante alfa
TGF-B1: factor de crecimiento transformante beta 1
TX: tromboxano

UDP-GIcNAC: difosfato uracil-N-glucosamina

VEGF: factor de crecimiento endotelial

Z0-1: z6nula occludens-1
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RESUMEN

En el siguiente trabajo, se lleva a cabo una revision bibliografica de los
mecanismos moleculares que subyacen a la retinopatia diabética. Esta es la
complicacion microvascular mas frecuente de la diabetes mellitus a nivel ocular.
Ademas, es la principal causa de ceguera en la poblacion en edad laboral a nivel
mundial.

El trabajo se centra en los procesos que ocurren a nivel molecular en el
desarrollo de la patologia. Se analiza con profundidad lo que ocurre en los
momentos de hiperglucemia a nivel ocular, en la disfuncién mitocondrial causada
por las ROS (especies reactivas del oxigeno), la funcion de la via de sefializacion
de PKC (proteina quinasa C), la ruta de los polioles, la funcién de la hexosamina
y de los AGEs (productos finales de glicosilacion avanzada), la accion del
sistema renina-angiotensina (RAS), y sus efectos en el desarrollo de la
retinopatia diabética.

Finalmente, basado en los mecanismos moleculares estudiados,
propongo una serie de posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la
retinopatia diabética.

ABSTRACT

This project is a bibliographic review on the molecular mechanisms of
diabetic retinopathy. This pathology is the most frequent microvascular
complication of diabetes mellitus. In addition, it is the main cause of blindness in
the working-age population worldwide.

The document focuses on the processes that occur at the molecular level
in the development of diabetic retinopathy: events that occur at ocular level under
hyperglycemic conditions, mitochondrial dysfunction under ROS (Reactive
Oxygen Species) effect, PKC (Protein Kinase C) pathway, polyols route,
hexosamine and AGEs (advanced glycation products) function and RAS (renin-
angiotensin system) action.

Finally, based on my search about the molecular mechanisms of diabetic
retinopathy, | propose a number of possible therapeutic targets for the treatment
of the disease.
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INTRODUCCION

1.1. Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus, a la que me referiré a partir de ahora como diabetes,
engloba un conjunto de enfermedades metabdlicas caracterizadas por la
hiperglucemia que resulta de defectos en la secrecion de insulina, en la accion
de insulina o ambas. La hiperglucemia crénica de la diabetes se asocia a
complicaciones a largo plazo tanto visuales como renales, cardiacas y
circulatorias y puede provocar fallo de diferentes 6rganos como: higado, rifiones
o corazén!. Segun el Atlas de Diabetes de la FID, 425 millones de personas
entre 20 y 79 afios en todo el mundo, padecen esta patologia. Ademas, se prevé
gue en 2.045 aumente hasta los 629 millones de personas en el rango de edad
mencionado?. Esto es debido entre otras cosas a los cambios de habitos de vida
que esta experimentando la sociedad, con dietas menos saludables y mayor
sedentarismo. Cabe destacar, que la prevalencia es mayor en hombres que en
mujeres.

En Espafia, en 2011, se llevo a cabo un estudio llamado Di@bet.es Study,
en el que se describe que un 13,8% de la poblacion padecia diabetes en el
momento del estudio, y de ellos, un 6% lo desconocia. Se trata de un dato
alarmante, casi el 50% de la poblacién desconoce que padece la enfermedad
siendo la principal causa de ceguera en el mundo?.

La clasificacion de los distintos tipos de diabetes tiene cierta controversia
pero principalmente, existen 3 tipos de diabetes reconocidos por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA): diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 y diabetes
gestacional.

La diabetes tipo 1 o insulinodependiente, es una enfermedad autoinmune
que provoca un déficit absoluto de insulina y es debida a una destruccion de las
células beta pancreaticas. Se corresponde con un 5-10% de la poblacién
diabética.

La diabetes tipo 2 se caracteriza por producirse un defecto en la secrecién
de insulina como consecuencia de una resistencia insulinica periférica. En este
caso, se ve involucrada entre un 90-95% de la poblacion diabética. Es el tipo de
diabetes mas prevalente en la poblacién y esta estrechamente relacionada con
el estilo de vida.

Por dltimo, la diabetes gestacional es aquella en la que existe algun grado
de intolerancia a la glucosa detectado por primera vez durante el embarazo.
Normalmente, se diagnostica en el 2° o 3¢" trimestre de gestacion.

Ademas, hay otros tipos especificos de diabetes como los sindromes de
diabetes monogénica (diabetes neonatal y diabetes MODY), enfermedades del
pancreas exocrino o aquellas secundarias a farmacos o post-trasplantes, que
suponen un pequefio porcentaje del total de casos de diabetes?.
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1.2. Complicaciones oculares de la diabetes

La complicacion microvascular mas frecuente en la diabetes es la
retinopatia diabética (RD), que es a su vez, la principal causa de ceguera en la
poblacion que se encuentra en edad laboral a nivel mundial. Ademas, hay una
mayor prevalencia de la RD cuanto mas evolucionada esté la diabetes y a mayor
edad del paciente.*

También es frecuente encontrar edema macular diabético (EMD), un
acumulo de liquidos y exudacion en la retina central (mécula), que es la porcion
de la retina encargada de la vision fina y el campo visual central.

A otros niveles estructurales del globo ocular puede encontrarse
neovascularizacion en iris y en el segmento anterior ocular. Al desarrollarse
neovascularizacion en la malla trabecular, se provoca un cierre del angulo
camerular, un aumento de la presion intraocular y con ello, el desarrollo de un
glaucoma neovascular. A su vez, en el cristalino hay mayor probabilidad de
desarrollar cataratas que en una persona no diabética y, al nivel de la superficie
ocular, la diabetes puede afectar gravemente la cérnea provocando edema
corneal, una disminucion de la cicatrizacién y una alteracion de la membrana
basal del epitelio corneal. ®

1.3. Mecanismos moleculares de la retinopatia diabética

Este trabajo de fin de grado se centra en revisar la bibliografia para
encontrar los procesos que ocurren a nivel molecular en la retina en el desarrollo
de la retinopatia diabética. Se analiza con profundidad lo que ocurre en los
tejidos, primeramente tras la hiperglucemia cronica existente en los pacientes
diabéticos, y tras una disfuncion mitocondrial que provoca estrés oxidativo,
conllevando dafios en la vasculatura retiniana entre otros problemas.
Posteriormente, se analizan las rutas metabdlicas que se activan tanto por el
estado hiperglucémico como por la disfuncion mitocondrial, que serian la
activacion de la PKC, la ruta de los polioles, la induccién de la ruta de la
hexosamina, la cascada del sistema de activacion de la angiontensina y la
regulacion de la formacion de los AGEs. Todos ellos se estudian para observar
su relacion con el desarrollo de la retinopatia diabética.
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RETINOPATIA DIABETICA

2.1. Definicién, estadios, factores de riesgo

La RD es una disfuncién de la vasculatura retiniana provocada por una
hiperglucemia crénica, siendo la complicacion mas severa de la diabetes.
Ademas, resulta en un dafio estructural de la retina neural. En un primer
momento, la RD es una complicacion asintomatica por lo que cuando aparecen
sintomas como disminucion de la vision no transitoria debido a la existencia de
EMD o a hemorragias vitreas (HV), escotomas paracentrales también como
consecuencia del edema en la macula e incluso dolor ocular, tipico del glaucoma
neovascular (GNV), su tratamiento es mas complejo por el estado tan avanzado
que tiene la patologia.®

Es una condicion multifactorial que se debe a las anomalias bioquimicas
y metabdlicas que tienen lugar en todas las células retinianas. La
microvasculatura retiniana responde a la hiperglucemia a través de numerosos
cambios bioquimicos ocurridos en la ruta de los polioles, en la activacion de la
PKC, la regulaciéon de la formacion de los AGEs, la cascada del sistema de
activacion de la angiotensina y en la induccion de la ruta metabdlica de la
hexosamina. La interaccion de estas rutas bioquimicas puede provocar una
cascada de eventos como la apoptosis, el estrés oxidativo, la inflamacion y la
angiogénesis entre otros, que pueden llevar al dafio de la retina causando la
RDS. Cabe decir que la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo son factores
importantes que afectan en el desarrollo de dicha patologia, debido a que
inducen la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la apoptosis
de las células endoteliales y los pericitos, responsables de aportar un soporte
estructural a los capilares. La pérdida de todos estos pericitos conduce a una
hernia localizada de las paredes de los capilares’. Este proceso esta asociado
con la formacion de microaneurismas, siendo el primer signo clinico de la RD.

Clinicamente hablando, esta patologia puede clasificarse segun los
distintos estadios por los que va avanzando, en los que presenta diferentes
signos. Se distinguen las siguientes etapas en la RD: leve, moderada, severa no
proliferativa (RDNP) y proliferativa (RDP), pero principalmente se divide en no
proliferativa y proliferativa®.

La RDNP se caracteriza por el predominio de alteraciones de la
permeabilidad vascular sobre los fendmenos obstructivos. Se pueden observar
mediante examenes de fondo de ojo: microaneurismas, hemorragias
(hemorragias en llama, hemorragias intrarretinianas), anomalias en la
microvasculatura intrarretiniana (AMIR) o exudados duros. Cuando va
avanzando y progresa a severa, van apareciendo fendbmenos obstructivos y
aumenta notablemente el riesgo de progresion a formas proliferativas. Se
observan signos como hemorragias en los cuatro cuadrantes retinianos,
exudados algodonosos o arrosariamiento venoso.2

La RDP a diferencia de la no proliferativa, se caracteriza por un mayor
predominio de fendmenos vasculares obstructivos y ademas, aparece
neovascularizacion. Se pueden observar complicaciones asociadas tales como
HV, desprendimientos de retina traccionales, GNV e incluso ceguera. Estas
complicaciones pueden observarse tras varios afios de evolucion después del
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diagnéstico de diabetes tipo 1 0 al mismo tiempo que se diagnostica al paciente
de diabetes tipo 2.

Una clasificacion adicional de RD es el EMD, que representa la causa mas
importante de pérdida de vision en los pacientes diabéticos. Se trata de un
engrosamiento de la retina en el area macular debido a la acumulacion de liquido
procedente de hemorragias o escapes capilares amplios, cuando el edema es
difuso, y de la fuga de microaneurismas y segmentos capilares dilatados, cuando
se trata de un edema localizado.® Segun el tipo de edema que exista, es decir,
por su localizacion exacta, se puede catalogar el EMD como leve cuando se
encuentra en el polo posterior pero dista del centro de la macula; moderado,
cuando el edema se localiza en la macula pero no invade el centro macular; y
severo o grave, cuando envuelve el centro de la macula. Cabe decir que, cuando
se trata de edema difuso, puede provocar cambios cistoides (cambios en la
anatomia) en la févea y, se denomina edema macular cistoide (EMC) 19,

En la tabla 1 se muestra un resumen de la clasificacion de la RD segun
los signos y sintomas que van apareciendo con respecto a los niveles de
severidad que tiene la enfermedad.

CLASIFICACION RETINOPATIA DIABETICA SEGUN SUS ESTADIOS

Severidad Signos/sintomas

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 (anomalias de
la microvasculatura intrarretiniana)

RDNP severa

-Presencia de exudados algodonosos, arrosariamiento venoso o AMIR en al
menos en dos de los cuadrantes retinianos
-Hemorragias y microaneurismas en al menos dos de los cuadrantes retinianos

RDP precoz

-Aparicion de neovascularizacion

Alto riego de existencia
de RDP

-NV en el disco éptico con o sin la presencia de hemorragias vitreas o
hemorragias prerretinanas

-Hemorragias vitreas y/o prerretinianas, mayor NV en los cuatro cuadrantes
Presencia aparente de -Engrosamiento de la retina al menos de un diametro papilar en la fovea (edema)
EMD -Exudados duros en la macula con algin exudado al menos de un diametro
papilar en la fovea

-Edema en la retina de al menos 500 micras en la fovea

-Exudados duros en el engrosamiento de la fovea, asociados con edema
adyacente retinal.

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

Tabla 1: Clasificacion de retinopatia diabética. Adaptado de [8]

EM clinicamente
significante

Respecto a los factores de riesgo en el desarrollo de la patologia, los
factores genéticos juegan un papel muy importante. También, son significativos
tanto la duracién de la diabetes como el control glucémico que se lleve a cabo.
Segun los estudios que se han realizado, los genes de susceptibilidad que tienen
un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad son aquellos que codifican: la
aldosa reductasa (ALR2), la enzima convertidora de angiotensina-l1 (ECA), la
oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), el receptor de AGEs (RAGE) y el factor
de crecimiento endotelial (VEGF)!!:

e La ALR2 forma parte de la ruta de los polioles, convierte la glucosa
en sorbitol pero como en la diabetes hay un exceso de glucosa, el sorbitol se
acumula y provoca un estrés osmotico intracelular que estd asociado con la
pérdida de pericitos y la formacion de microaneurismas en la retina. Por ello, su
funcién se asocia al riesgo de desarrollar RD.
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e La ECA pertenece al sistema renina-angiotensina que convierte la
angiotensina-l en angiotensina-Il, la cual promueve la remodelizacion y la
proliferacion vascular, principalmente mediante el receptor de angiotensina-I.
Esto puede provocar un incremento del crecimiento capilar, mayor permeabilidad
capilar, y estrés oxidativo tipico de la RD.

e La eNOS es una enzima clave en la produccion del vasodilatador
oxido nitrico, que se trata de un factor importante en el incremento del flujo
sanguineo retiniano. Por tanto, se cree que esta asociado con el desarrollo de la
retinopatia aunque hay mucha controversia al respecto.

e Los AGEs son el resultado de la glicosilacién no enzimética de
proteinas y lipidos secundaria a una exposicion prolongada a la hiperglucemia.
Los AGEs contribuyen potencialmente al desarrollo de la retinopatia diabética a
través de su acumulacion en los tejidos, provocando asi dafio en éstos vy, la
activacion de los RAGEs. Esto conlleva la secrecion de citoquinas que pueden
incrementar la permeabilidad endotelial y acelerar la progresion de la patologia.

e Por ultimo, VEGF es una citoquina importante en la angiogénesis y
la permeabilidad microvascular tras producirse una estimulacion en sus niveles
como consecuencia de la hipoxia existente en los cambios microvasculares de
la diabetes. Ademas contribuye significantemente en la patologia de la RD,
estimulando la neovascularizacion y provocando la ruptura de la barrera
hematorretiniana.!

Por otra parte, aumenta el riesgo de desarrollar RD si los diabéticos no
llevan unos habitos de vida adecuados: el tabaquismo puede provocar
hipertension arterial e incluso enfermedades cardiovasculares; una alimentacion
adecuada, ya que las carencias, como un estado de anemia, empeoran los
fendmenos isquémicos en la RD; incluso excesos en la alimentacion, pueden
producir hipertension arterial o dislipemia. Se debe seguir un control metabdlico
correcto en los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1C), la cual mide el nivel
promedio de glucosa en sangre y asi, permite ver la evolucion de la diabetes. Es
significativo decir que, tras veinte afios de enfermedad, casi el cien por cien de
los pacientes con diabetes tipo 1 de larga duracion y el sesenta por ciento de los
diabéticos tipo 2, padecen algun grado de RD.

2.2. Mecanismos moleculares

En la RD se producen a nivel molecular numerosos cambios que son
provocados fundamentalmente por una hiperglucemia cronica. Esta
desencadena todos los procesos, incluyendo la disfuncion mitocondrial y tras
ella, un estrés oxidativo que da lugar al desarrollo de la retinopatia.

2.2.1. Hiperglucemia

La hiperglucemia juega un papel muy importante en la patogénesis del
dafio microvascular retiniano debido a que, mdltiples rutas metabdlicas, se ven
activadas como consecuencia de la misma.
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Las primeras respuestas de los vasos sanguineos de la retina a la
hiperglucemia son la dilatacion y los cambios en el flujo sanguineo y en el calibre
de los vasos. Estos cambios son considerados una autorregulacion metabdlica
para aumentar el metabolismo de la retina en sujetos diabéticos.*

La pérdida de pericitos es otro indicador del comienzo de la RD. Esta
pérdida es provocada por un elevado nivel de glucosa. Como los pericitos son
los responsables de proveer un soporte estructural a los capilares, la pérdida de
todos ellos conduce a una hernia localizada de las paredes de los capilares. Este
proceso se asocia a la formacién de microaneurismas, el primer signo clinico de
RD. Ademés, la apoptosis de las células endoteliales y el engrosamiento de la
membrana basal también son detectados durante la patogénesis de la patologia,
gue junto con la apoptosis de los pericitos, contribuyen al deterioro de la barrera
hematorretiniana interna (BHRI) encargada de la regulacion del flujo de solutos
y liquidos de la retina, asi como de sustancias toxicas.'!

Igualmente, una pérdida pronunciada de pericitos y células endoteliales
deriva en oclusiones capilares e isquemia. La isquemia retiniana conduce a la
estimulacion de VEGF como consecuencia de la activacion del factor 1 inducido
por la hipoxia (HIF-1). Ademas, se ha comprobado que la fosfolipasa-A2 (PLA2)
gue se encuentra elevada bajo la hiperglucemia, también desencadena una
estimulacion de VEGF, siendo un factor clave involucrado en la progresion de la
RDP y el EMD. VEGF incrementa la permeabilidad vascular mediante la
induccion de fosforilacion en las uniones estrechas proteicas, como la ocludina
y la zonula occludens-1 (ZO-1). Ademas, al ser un factor angiogénico, VEGF
promueve la proliferacion de las células endoteliales a través de la activacion de
la proteina activada por mitdgeno (MAP). Por ello, se cree que los factores
angiogénicos, como VEGF o las angiopoietinas, estarian implicados en la
alteraciéon de la microvasculatura de la retina.* Se ha descrito que los factores
angiogénicos ademas de promover la proliferacion, pueden promover la fuga
vascular en la RD.*?En la figura 1 se explica de forma esquematica lo que ocurre
en la retina ante la hiperglucemia.

APOPTOSIS CEL.

GLUCOSA m) x PERICITOS M) [PLEWETEWEY dmmm oo e

'1
‘\,/ L—
< ISGUEMIA' Z>VEGF:> RD+EMD

-\HIF—la,-' 1) + PERMEABILIDAD VASCULAR
'—" 2) PROLIFERACION CELULAR

/

Figura 1. proceso de desarrollo de la RD como respuesta a la
hiperglucemia.

Por lo que se concluye que el estado hiperglucémico de la diabetes es el
principal desencadenante de todos los procesos que conducen al desarrollo de
la RD.
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2.2.2. Disfuncién mitocondrial, ROS

La mitocondria es el organulo celular que genera la mayor parte de la
energia a la célula y, la fisiologia normal celular, depende estrechamente de las
funciones mitocondriales como la conversion de energia o la regulacién de la
homeostasis entre iones y redox. Ademas, juega un papel esencial en la
activacion de las rutas metabdlicas implicadas en el desarrollo de la RD?*3.

La disfuncion mitocondrial consiste en un conjunto de sindromes
secundarios a alteraciones en el ADN mitocondrial y/o en el ADN nuclear, que
provocan una disfuncién en la mitocondria en la que pueden verse afectados
distintos érganos y tejidos. Segun el grado de afectacion y dependiendo del tejido
u organo afectado, se van a poder observar distintos fenotipos muy
heterogéneos.

Con respeto a la diabetes, la disfuncion mitocondrial puede contribuir a su
aparicién con el riesgo asociado de desarrollar retinopatia diabética. También
puede contribuir a la desregulacion metabdlica del diabético, y por tanto
aumentar el riesgo de complicaciones diabéticas tardias, como seria la propia
retinopatia.

En la retinopatia diabética suele verse afectada la agudeza visual del
paciente por los déficits neurolégicos provocados por esa disfuncion
mitocondrial.'4

La disfuncién mitocondrial en los pacientes diabéticos induce la sintesis
de numerosas especies reactivas del oxigeno (ROS) que, normalmente son
eliminadas por la mitocondria. Se debe a que la hiperglucemia croénica
incrementa la formacion de AGEs mediante glicosilacion no enzimatica y, la
unién de estos a su receptor (RAGE), resulta en el incremento de produccion de
ROS intracelulares por la via de la NADPH oxidasa. Esto puede provocar estrés
oxidativo y comprometer la funcidén de la cadena de transporte de electrones,
resultando en un trastorno en el ADN mitocondrial. Con ello, se reduce la
transcripcion de genes que codifican las enzimas esenciales y aumenta la
perturbacion de la funcibn metabdlica en la mitocondria, lo que inicia un ciclo
vicioso que puede expandirse. Ademas, la mayor produccién de ROS puede
contribuir a la induccion de la autofagia en la retina conllevando la muerte celular.
Todos estos procesos pueden ser causas importantes de la disfuncion de la
vasculatura retiniana, contribuyendo al desarrollo de la RD por la afeccion de
pericitos y células endoteliales. Cabe destacar que la retina, debido a la alta
cantidad de acidos poliinsaturados que tiene en relacion con otros tejidos, es
mas susceptible al estrés oxidativo.*

Cuando comienza a aumentar la produccién de ROS en las células, la
retina intenta superar ese estado de estrés oxidativo, mediante la regulacion
positiva de los genes importantes en la biogénesis del ADN mitocondrial y asi,
volver al estado inicial. Al continuar la super produccion de ROS, la biogénesis
se satura y el ADN mitocondrial se dafia comprometiendo el sistema de
transporte de electrones. Posteriormente, se entra en un ciclo vicioso de ROS,
continuando con la disfuncién mitocondrial ya existente y, acelerando la pérdida
de células de los capilares, los pericitos, y la apoptosis del sistema.!3

Otro mecanismo de disfuncion mitocondrial que tiene lugar en la RD es la
formacion de radicales libres. Estos componentes reactivos pueden provocar un
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cambio en el metabolismo, como una actividad anémala de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, o en la ruta de los polioles, cambios en la formacion de
AGEs, la activacion de la PKC y consecuentemente, el desarrollo de la RD a
través de estas rutas metabdlicas.

En resumen, en los pacientes diabéticos, los cambios en el metabolismo
intermedio van a afectar a la funcién de la mitocondria a la hora de eliminar las
ROS vy los radicales libres, provocando estrés oxidativo y sus consecuencias.

2.2.3. Proteina quinasa C

La via de la proteina quinasa C juega un papel clave en la patogénesis de
la RD.

La PKC forma parte de la familia de las serinas/treoninas fosfoquinasas,
gue son enzimas con la capacidad de fosforilar proteinas. Presenta al menos 11
isoformas codificadas por 10 genes distintos, de las cuales las 3 y & se activan
principalmente por hiperglucemia.*®> Su funcién es transducir las sefiales
celulares procedentes de la hidrolisis de lipidos.

Con la hiperglucemia, se induce la acumulacion de ROS vy la sintesis de
diacilglicerol (DAG), a partir de intermediarios glucoliticos como la
dihidroxiacetona fosfato de la glucdlisis, siendo el DAG un activador de la PKC.”
Como consecuencia de la activacion anormal de la PKC, encontramos:

1) una disminucion de eNOS, cambiando la biodisponibilidad del 6xido
nitrico y, un incremento en la produccion de endotelina-1 y tromboxano,
provocando vasoconstriccion e hipoxia tisular.

2) Se induce la expresion de VEGF, lo que conlleva un aumento de la
permeabilidad vascular y promueve la angiogénesis, y la induccion del factor de
crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1), que estimula la produccion de
colageno tipo IV y fibronectina. Estos ultimos, se acumularan en la matriz
extracelular aumentando el espesor de la membrana basal microvascular y
modificando asi su funcion.

3) Se activa el factor de necrosis tumoral Kappa B (NFkB), inhibiendo asi
la expresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y activando
la sefalizacion de caspasa, lo que finalmente conduce a la pérdida de pericitos
y la formacion de microaneurismas.

4) Se provoca un incremento de la actividad de genes de respuesta al
dafio y se induce resistencia a la insulina.*®

En resumen, los niveles elevados de DAG, existentes en los pacientes
diabéticos, junto con la hiperactividad de PKC, son factores clave para el
desarrollo de la RD.

2.2.4. Ruta de los polioles

La ruta de los polioles es una via metabdlica en la que se produce la
transformacion de glucosa en sorbitol mediante la enzima aldosa reductasa.'®

La activacion de la ruta de los polioles se trata de uno de los procesos que
se observan durante la patogénesis de la RD, debido a las condiciones de estrés
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oxidativo inducidas por la hiperglucemia cronica. Esta ruta también se conoce
como la ruta de la sorbitol-aldosa reductasa debido a que esta enzima citosélica,
gue se encarga de la reduccion de hexosas como la glucosa a sorbitol, interviene
en el primer paso o primera reaccion que se lleva a cabo en la ruta de los
polioles, y es por ello, la enzima limitante del proceso.

La aldosa reductasa tiene baja afinidad por la glucosa cuando los niveles
glucémicos tisulares son fisiolégicos. Pero en la diabetes, se produce una
sobreactivacion de la ruta de los polioles por la hiperglucemia mantenida,
provocando la acumulacion de ROS e induciendo asi estrés oxidativo en las
células.

En esta ruta, la glucosa se reduce de forma irreversible a sorbitol a través
de la aldosa reductasa, y el sorbitol se oxida a fructosa mediante la enzima
sorbitol deshidrogenasa. Para que estas dos enzimas lleven a cabo su funcion,
requieren como coenzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
en el caso de la aldosa reductasa y, nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+)
para la oxidacion. En la figura 2, se pueden ver las reacciones esenciales de la
ruta de los polioles junto a las consecuencias tras su activacion.
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Figura 2: activacion de la ruta de los polioles.

En condiciones hiperglucémicas, disminuyen los niveles de NADPH por el
aumento en la actividad de la ruta, siendo esta coenzima la reguladora de la
accion de las enzimas antioxidantes (catalasa, glutatiéon reductasa y 6xido nitrico
sintasa) que regeneran antioxidantes intracelulares como es el glutatiéon. Por
tanto, se crea estrés oxidativo y una disminucion en la sintesis de éxido nitrico.
Ademas, se incrementan los niveles de sorbitol intracelular, provocando un
aumento de la presion osmotica por su dificultad para difundir a través de las
membranas celulares, y dafiando de esta manera los tejidos por la aparicion de
edema celular.”

Al aumentar los niveles de sorbitol, aumenta la actividad de la enzima
sorbitol deshidrogenasa y se reducen los niveles de NAD+, que actia como
coenzima de la reaccién, teniendo como consecuencia la inhibicion de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. La inhibicion de esta enzima, provoca
un paro en la glucolisis debido a que necesita ese NAD+ para transformar el
gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-bifosfoglicerato y continuar el proceso. Por tanto,
ese gliceraldehido-3-fosfato se acumula junto a dihidroxiacetona fosfato que, son
los dos compuestos resultantes de la transformacién de la fructosa 1,6-bifosfato
en triosas durante el proceso del metabolismo de la glucosa o glucolisis. Estas
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dos triosas, contribuyen con el aumento de sus niveles a la aparicion de estrés
oxidativo, ya que son compuestos muy reactivos. 1°

Por otro lado, la dihidroxiacetona fosfato se reducira a glicerol-3-fosfato,
compuesto precursor del DAG y activador de la PKC.”

Igualmente, la fructosa resultante de la oxidacion del sorbitol, aumentara
sus niveles de produccion y se fosforilara a fructosa-6-fosfato a través de una
enzima de la glucdlisis, relacionandose de esta manera la ruta de los polioles y
la glucdlisis. Debido a la hiperglucemia, hay un desequilibrio entre estos dos
procesos, favoreciéndose la acumulacion de sorbitol y fructosa.®®

En resumen, se puede decir que la ruta de los polioles es otro
desencadenante de estrés oxidativo celular y por ello, otra fuente de dafio
vascular, esencial para el desarrollo de la RD. Ademés de formar parte de la
activacion del proceso que desarrolla la PKC, uniéndose los dos mecanismos
moleculares, resulta ser un nexo con la glucalisis.

2.2.5. Hexosamina

La hexosamina es un amino azucar obtenido al sustituir un grupo hidroxilo
por un grupo amino en una hexosa.’

En esta ruta metabdlica, en primer lugar la glucosa se fosforila y
posteriormente, se transforma en fructosa-6-fosfato. A continuacion, a la
fructosa-6-fosfato, la glucosamina le proporciona un grupo amino y, se forma
glucosamina-6-fosfato a través de la enzima fructosa-6-fosfato aminotransferasa
(GFAT), tratdndose de una reaccion irreversible. Después, la glucosamina-6-
fosfato se acetila e isomeriza a N-acetilglucosamina-6-fosfato y se convierte en
difosfato uracil-N-glucosamina (UDP-GICNAC). Este ultimo compuesto puede
formar glucolipidos, glucoproteinas y proteoglicanos.®

En condiciones hiperglucémicas, se produce una gran cantidad de ROS
que pueden inhibir la accibn de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenada, encargada de transformar el gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-
bifosfoglicerato, facilitando de esta manera que productos de glucdélisis puedan
entrar en la ruta de la hexosamina. Ademas, con la inhibicion de la enzima
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa también se induce la actividad de la via
de los AGEs, provocando un aumento del estrés oxidativo en la retina.

De la misma manera, la glucosamina producida en la via de la
hexosamina, aumenta la produccion de peroxido de hidrégeno, aumentando asi
la oxidacién y provocando cambios en el endotelio celular, un aumento de la
permeabilidad vascular e incluso la angiogénesis, ayudando al desarrollo de la
RD.’

Ademas, cabe destacar que con la activacion de esta via, se ha
demostrado que se estimula la expresion de genes tales como TGF-a o TGF-1,
involucrados en la proliferacion celular, la angiogénesis o la apoptosis celular
gue, también aparecen en la via de la activacion de la PKC. Incluso, se relaciona
este proceso con la aparicion de resistencia a la insulina.*®

Los procesos que se llevan a cabo en la via de la hexosamina, pueden
verse de forma esquematica en la figura 3.
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Figura 3: Ruta de la hexosamina en condiciones diabéticas.

En resumen, en la ruta de la hexosamina se produce la unién con la
glucdlisis y la via de los AGEs, que contribuyen a la aparicion de estrés oxidativo.
También, esta ruta colabora en el desarrollo de la RD con los dafios que se
producen en la vasculatura retiniana por el acimulo de distintos compuestos vy,
con la estimulaciéon de factores que promueven la proliferacién y muerte celular.

2.2.6. Productos finales de glicosilacion avanzada, AGEs

Los AGEs son un grupo de moléculas que son generadas a través de
reacciones no enzimaticas de glicosilacién y de oxidacion de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos. El extremado incremento en su formacién se produce en
condiciones como la diabetes y el envejecimiento.!’® Su acumulacién en
proteinas tisulares se ha visto implicada en complicaciones de tipo vascular en
la RD.

La glicosilacion de proteinas comienza con una reaccion en la que se
adiciona de forma nucléofila el grupo amino de una proteina y el carbonilo de un
azucar reducido, formando una base de Schiff. Cuando se forma la base de
Schiff, se reordena el compuesto dando lugar a uno mucho mas estable
denominado producto de Amadori, siendo este proceso irreversible. Estas
proteinas glicosiladas pueden derivar en productos de glicosilacion avanzada
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tras sufrir reacciones con compuestos dicarbonilos.?° Este proceso de formacion
de AGEs puede verse esquematizado en la figura 4.
A

Reordenacion de
*R-NH,, Amadori \
Glucosa - = Base de Schiff ~ NE-Fructosis-ksina (FL)
-R-NH,,

+R-NH,
+R-NH +R-NH.,
v

.
Productos da
\

agh

Q0N

avanzada
(AGE)

Intermediancs ntermedianos

glioliticos glioliticos

Figura 4: Proceso de glicosilacidén proteica a través de reacciones no enziméticas
dando como resultado productos finales de glicosilacién avanzada. Modificada de [21]

Con respecto a la retinopatia diabética, es muy importante el papel que
desempenia el receptor de AGEs, RAGE, debido a que su activacion regula
distintos procesos biolégicos como el aumento de ROS, la liberacion de
citoquinas y VEGF, o la funcién celular. La interaccion entre los AGEs y RAGE
en la vasculatura retiniana, puede conllevar una disfuncién endotelial. Ademas,
la acumulacién de AGEs induce la apoptosis de los pericitos de la retina, tras la
activacion de NFKkB. Por tanto, se ve comprometida la vasculatura retiniana, se
aumenta la permeabilidad del endotelio, y se induce un proceso inflamatorio.’

En resumen, los AGEs provocan alteraciones metabdlicas y vasculares a
nivel micro y macrovascular en la retina del paciente diabético. Ademas, pueden
provocar una disfuncion endotelial y la apoptosis de los pericitos, siendo los
signos de desarrollo de RD.

2.2.7. Sistema renina-angiotensina

El sistema renina-angiotensina se trata de un conjunto de reacciones que
tienen como objetivo ayudar a regular la presién arterial.??

Este sistema se activa con la presencia de hiperglucemia y, cuando esto
ocurre, en primer lugar aparece una disminucion de la presion arterial. En este
momento, en los rifiones se libera la enzima renina hacia el torrente sanguineo.
Esta enzima cataliza la conversion del angiotensinégeno, producido en el
higado, en angiotensina-l. Posteriormente, la angiotensina-l se transforma a
través de la ECA, en angiotensina-Il, la cual provoca la liberacion de hormonas
como la aldosterona y la vasopresina. La liberacion de estas hormonas
desencadena una retencién de liquidos y cambia las concentraciones de
electrolitos en los tejidos. Ademas, esto conlleva un aumento del volumen
sanguineo y de la presion arterial. 23

Otras acciones que provoca la angiotensina-ll son inflamacion, estrés
oxidativo, angiogénesis y disfuncién celular. Estos procesos los lleva a cabo
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mediante la activacion de NADPH provocando un aumento en la formacion de
ROS y dafiando asi las células del endotelio.’

La retencion de liquidos que provoca la angiotensina-ll en la retina da
lugar a la aparicion de edema macular, uno de los signos de desarrollo de RD.
Asimismo, promueve la formacién de neovasos siendo un potencial inductor de
la expresion de VEGF.?2

En resumen, la via del RAS es muy importante por el control de la presion
arterial que realiza ya que, un valor elevado en la presion arterial conlleva dafios
en la vasculatura, ayudando al desarrollo de la RD. Ademas, la liberacién de
hormonas que se desencadena en condiciones hiperglucémicas, puede provocar
la aparicion de edema en la retina, siendo la principal causa de pérdida de vision
en el diabético.

2.3. Posibles dianas terapéuticas

En los ultimos afios, se han realizado investigaciones sobre nuevas
posibles dianas terapéuticas en el manejo de la RD. Tienen como objetivo
prevenir el dafio inducido por la diabetes en la microvasculatura retiniana
mediante inhibiciones en los mecanismos moleculares que provocan el
desarrollo de la RD. Se han hecho estudios experimentales con inhibidores de la
PKC, moduladores del RAS, inhibidores de la ECA o con la administracion de
anti-VEGF entre otros.??

Apoyandome de la bibliografia, yo propondria otras dianas terapéuticas
para ralentizar el desarrollo de la RD. Por ejemplo, si se interviene el RAS, si se
inhibe la ECA, lo que se podria conseguir seria que no hubiera liberacion de las
hormonas diuréticas. Por tanto, no se retendrian liquidos y no apareceria el
edema macular.

Respecto a la inhibicibn de la enzima gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, podria evitarse aumentando los niveles de NAD+, que actla
como coenzima del proceso. Esto, podria conseguirse mediante la
administracion de aminoacidos como el acido aspartico o el triptéfano, debido a
gue el NAD+ puede sintetizarse a partir de ellos. Entonces, si no se llega a inhibir
la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, no se acumularia en las
células gliceraldehido-3-fosfato y con ello, no apareceria estrés oxidativo.

Otra posibilidad es la inhibicion de la PKC, con ella lo que se quiere
conseguir es que no se produzca la activacion del NFK, la induccion de VEGF,
y la disminucion de la accién de la eNOS para que no lleguen a aparecer dafios
en la microvasculatura. Para ello pueden utilizarse farmacos inhibidores de las
diferentes isoformas de PKC como la estaurosporina.??
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CONCLUSIONES

Tras analizar con profundidad los distintos mecanismos moleculares que
provocan el desarrollo de la RD, se concluye:

1. Todos los mecanismos son provocados por ese estado
hiperglucémico existente en los pacientes diabéticos. La hiperglucemia activa las
distintas rutas metabdlicas produciendo un aumento de ROS y AGEs. Las
mitocondrias no pueden eliminar todas las sustancias debido a cambios
estructurales en el ADN mitocondrial y/o nuclear que provocan una disfuncién
mitocondrial.

2. Todas las rutas metabdlicas involucradas en el desarrollo de la
patologia, tienen conexion entre ellas. La acumulacién de sustancias que
provoca una de las rutas, es aprovechada por otra. Entre todas producen el dafio
de la microvasculatura de la retina, la base del desarrollo la RD.

3. Un control glucémico adecuado del paciente diabético, junto a
tratamientos como antiangiogénicos o aplicando en un futuro los tratamientos
gue actualmente se encuentran en experimentacién, se podria reducir
notablemente el desarrollo de la RD.
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