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1. PRESENTACION DE LA TESIS

Esta tesis es presentada en la forma de compendio de publicaciones segun la
normativa aprobada por la Comision de Doctorado de la Universitat Autbnoma
de Barcelona.

El nucleo principal se basa en articulos originales publicados en revistas
indexadas en los que el doctorando figura como segundo autor especificando
en las publicaciones que tanto el primer autor como el doctorando han
contribuido equitativamente en la realizacion de los trabajos publicados.

Los trabajos se basan en la evaluacion de los niveles de fosforilacion y
nitrosilacion de tirosinas de las interleuquinas del vitreo de pacientes afectos de
retinopatia diabética, para ello se han analizado muestras de vitreo
provenientes de pacientes afectos de retinopatia diabética proliferativa
comparandolas con muestras de pacientes no diabéticos.



2. INTRODUCCION

2.1 Epidemiologia de la retinopatia diabética

2.1.1 Diabetes mellitus

Sin duda, la Diabetes Mellitus (DM) es una de las enfermedades mejor
documentadas en la historia de la Medicina. El término «diabetes» data del
siglo Il a. C.; los sintomas de esta enfermedad se habian descrito mucho
tiempo antes, ya que se dispone de informacion encontrada en Egipto que data
de mas de 3.500 afos. De alli en adelante, ha habido multiples avances en el
conocimiento de la enfermedad y en su tratamiento hasta 1921, cuando
Banting y Best lograron aislar la insulina e identificarla como la sustancia cuya
carencia provocaba diabetes.

En 1922 la insulina pudo ser utilizada en la clinica humana, produciendo una
verdadera revolucion en el curso de la enfermedad, cambiando radicalmente su
pronostico y aumentando asi la esperanza de vida de los pacientes (1). La
diabetes continua siendo una enfermedad grave, que engloba diferentes
entidades nosoldgicas que comparten la hiperglicemia y sus complicaciones
como caracteristica comun. Se trata de una enfermedad crénica de base
genética, caracterizada por un sindrome metabdlico con hiperglicemia vy
alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de las proteinas como
consecuencia de un déficit absoluto o relativo de insulina o de una resistencia
en los tejidos periféricos a la misma y de un sindrome vascular, macro y/o
microangiopatico, que da lugar a formas especificas de enfermedad
cardiovascular, renal, neuroldgica y ocular (1, 2).

La diabetes es una de las enfermedades mas frecuentes en la clinica, se
estima que su prevalencia ha aumentado significativamente en las ultimas
décadas y se calcula que en los EEUU y en la mayoria de los paises europeos
seria de aproximadamente un 5%, existiendo diferencias en este porcentaje
que van del 1,5% hasta un 7% entre diferentes areas geograficas y etnias, su
incidencia ha registrado un gran aumento en los ultimos afos. Este aumento

en las cifras de prevalencia e incidencia de la diabetes podria explicarse por



diversos motivos, entre los cuales estarian el aumento en la expectativa de vida
de la poblacién general, el aumento de la longevidad del paciente diabético, la
mayor fecundidad actual de las diabéticas, el aumento de la obesidad y el
incremento en el consumo de azucares refinados entre otros factores (1,3).

Debemos distinguir entre dos tipos de diabetes: la de inicio juvenil, de
aparicion antes de los 30 afos de edad, también llamada Diabetes Mellitus
Insulino Dependiente (DMID) o tipo 1; y la del adulto, de aparicidon a partir de
los 30 afios de edad, llamada Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente
(DMNID) o tipo 2. Debemos destacar que estos rangos diferenciales no
siempre se cumplen, por lo que se pueden dar casos de DMID de inicio a los
30 afos o formas de DMNID en pacientes jovenes. De todas formas, las
complicaciones mencionadas son altamente frecuentes y comunes a ambos
tipos de diabetes. La gran mayoria de pacientes se integran en el grupo de
DMNID, constituyendo aproximadamente un 85% de los casos de diabetes,
mientras que el 15% restante corresponde a pacientes afectos de DMID (1,2).
El aumento de los casos de diabetes y de sus complicaciones ha hecho de esta
enfermedad un importante y creciente problema sanitario tanto en los aspectos
clinicos como en el social y econdmico, que ha motivado un gran numero de

estudios epidemioldgicos y clinicos.

2.1.1.1 Retinopatia diabética

La retinopatia diabética (RD) constituye una complicaciéon microangiopatica de
la diabetes y es la principal causa de ceguera en los paises industrializados, en
pacientes entre los 20 y 64 afios de edad, siendo responsable de un 10% de
nuevos casos de ceguera cada ano. El riesgo de ceguera en pacientes
diabéticos seria aproximadamente 25 veces superior al resto de la poblacién
(3). A pesar del desarrollo de sofisticadas modalidades para su diagnostico y
tratamiento, la RD continua siendo una importante causa de pérdida de
agudeza visual. La causa exacta de esta enfermedad microvascular es aun
desconocida.

Se han descrito numerosas anormalidades hematologicas y bioquimicas

relacionadas a la retinopatia, pero su papel en la patogénesis de la enfermedad



esta aun por definir (4,5). La RD se asocia a varios factores de riesgo, algunos
de ellos modificables y su conocimiento constituye la base para el trabajo de la
prevencion del desarrollo y progresidon de esta enfermedad. Numerosos
estudios epidemiolégicos se han realizado tratando de conocer que pacientes
tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad y qué factores podrian
modificar ese riesgo. Estos estudios han contribuido también a elaborar
numerosas hipotesis acerca de la patogenia de la RD (6). Las cifras aportadas
por estos estudios son variables y eso se debe a la diferente metodologia
empleada y a las diferentes selecciones de muestras.

2.1.1.2 Prevalencia

La prevalencia de la RD ha sido motivo de multiples estudios; uno de ellos, el
Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR), encontr6
una prevalencia de 20,5% de retinopatia en una poblacion de diabéticos
adultos (entre 51 y 72 afos de edad), siendo mayor el porcentaje en los
pacientes de raza negra (27,7%) que en los de raza blanca (16,7%) (7). En el
United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS), se estudié la
prevalencia de retinopatia en pacientes con DMNID de reciente diagnoéstico,
hallando valores de 39% y 35% en hombres y mujeres respectivamente (8).
Los pacientes tratados con insulina también presentan una mayor tasa de
retinopatia que los pacientes que no requieren de tratamiento insulinico (55,6%
y 18,5% respectivamente) (9). El Australian Diabetes Obesity and Lifestyle
Study estudié 2.177 pacientes diabéticos, de los cuales un 15,3% presentd
signos de retinopatia, la prevalencia fue del 21,9% en pacientes con DMNID vy
de 6,2% en pacientes con diabetes de reciente diagnodstico (10). En el
Barbados Eye Studies (BES), se estudiaron 410 pacientes de raza negra y su
evolucion en cuatro afos, un 30,1% desarrollaron retinopatia, mostrando una
incidencia de 31,9% en pacientes con diabetes ya diagnosticada y de 20,9% en
pacientes con diabetes de reciente diagnostico (11). El Blue Mountains Eye
Study estudié un total de 3.654 personas mayores de 49 afios de edad
provenientes de una zona urbana del Oeste de Sydney, encontrando una

prevalencia de diabetes del 7% de la poblacién y signos de retinopatia en



32,4% de los participantes con diabetes ya diagnosticada y recientemente
diagnosticada. La frecuencia mas alta de retinopatia (75%), fue hallada en
pacientes con DMID, mientras que en los pacientes con DMNID ya
diagnosticada la frecuencia fue de 35,7% y en los de reciente diagnostico esta
cifra fue de 15,8%. No existieron diferencias significativas entre los sexos,
siendo de 33,5% y 31,2% para mujeres y hombres respectivamente (12).

El IDDM Complications Study, estudié 3.250 pacientes diabéticos insulino
dependientes entre 15 y 60 afios de edad, con una duracién media de diabetes
de 14,7 aios, provenientes de 31 centros europeos de diabetes. La prevalencia
de retinopatia en este estudio varié considerablemente entre distintos centros,
encontrandose entre 25 y 60%, sin patrones geograficos aparentes, en cuanto
a la severidad de retinopatia, un 25,8% presento una retinopatia no proliferativa
(RNP) leve, mientras que un 9,8% mostréo un grado moderado a severo y un
10,6% mostrd una retinopatia proliferativa (RDP) (13).
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2.2 Fisiopatologia de la retinopatia diabética

2.2.1 Diabetes mellitus y retinopatia diabética

La Diabetes Mellitus (DM) es la enfermedad plurimetabdlica mas frecuente en
humanos. Esta ocasionada por un déficit en la secrecidn de insulina o por un
defecto en la captacion celular de la glucosa, lo que produce un trastorno en el
metabolismo de los hidratos de carbono con aumento de la concentracion de

glucosa en sangre y en los tejidos intersticiales.

En funcion de los procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de la
enfermedad se distinguen dos tipos de Diabetes Mellitus:

Tipo 1: Diabetes insulino dependiente (DMID) o diabetes juvenil. La causa es la
deficiencia absoluta en la secrecion de insulina, por destruccion autoinmune o
idiopatica de las células beta pancreaticas. Su diagnodstico generalmente se
realiza antes de los 30 afios.

Tipo 2: Diabetes no insulino dependiente (DMNID) o diabetes del adulto mas
prevalente que la tipo 1. La causa es una resistencia a la accioén de la insulina,
generalmente asociada a la obesidad y a una inadecuada respuesta secretora

de la misma.

La diabetes es una enfermedad que puede producir complicaciones de forma
aguda o cronica. Como alteraciones metabdlicas agudas puede producir,
cetoacidosis diabética, coma hiperglucémico hiperosmolar no cetésico e
hipoglucemia y como complicaciones vasculares tardias, puede afectar a
arterias de mediano y gran calibre (macroangiopatia por aterosclerosis),
resultando en cardiopatia isquémica, enfermedad cerebrovascular,
enfermedad vascular periférica o bien puede afectar a pequefios vasos
(microangiopatia) y conducir al desarrollo de una retinopatia entre otras (1).

La Retinopatia Diabética (RD) es por tanto una de las complicaciones
microvasculares cronicas de la DM y en los paises industrializados se ha
convertido en la principal causa de deficiencia visual y ceguera en adultos entre
los 25 y 74 afios de edad (2,3). Se distinguen dos tipos fundamentales de RD:
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La RD no proliferativa (RDNP) con una serie de caracteristicas clinicas
derivadas de las alteraciones en los vasos de la retina. Su clinica viene
determinada por el aumento de la permeabilidad vascular y la oclusién capilar y
arteriolar, su lesion mas tipica es la aparicién de un edema macular. La RD
proliferativa (RDP) caracterizada por la formacion de nuevos vasos anormales
y tejido fibroso a nivel retiniano, mas grave y de peor prondstico visual. Esta
ultima entidad, la RDP, junto con el edema macular diabético (EMD), son las
dos entidades clinicas que marcan el prondstico visual de los pacientes con RD
ya que pueden conducir a una pérdida de vision significativa; asi en la RDP no
tratada la neovascularizacion vy la fibrosis pueden producir hemorragia vitrea y

desprendimiento de retina con la consiguiente pérdida visual severa.

2.2.2 Factores de riesgo

El principal trastorno metabodlico que se produce en la diabetes es el aumento
de la concentracion de glucosa en sangre, esta hiperglucemia mantenida en el
tiempo, es la responsable de que se desarrollen las complicaciones

microvasculares de esta enfermedad, entre ellas la retinopatia.

La aparicion y progresion de la retinopatia va ligada por tanto a la
hiperglucemia mantenida, pero también a otros factores sistémicos. Los
factores de riesgo mas importantes para la aparicion y evolucion de la RD son
el tipo de diabetes y el tiempo de evolucion de la misma de forma que después
de 20 afios de evolucion de la enfermedad el 98% de los diabéticos tipo 1y
entre un 60%-85% de los pacientes diabéticos tipo 2, sufren RD en alguno de
sus grados (2,3) .El deficiente control de la glucemia es uno de los factores
desencadenantes de la enfermedad habiéndose demostrado que el tratamiento
optimizado con insulina retrasa la aparicion y progresion de todas las
complicaciones microvasculares en ambos tipos de diabetes (4-8), las cifras
elevadas de tension arterial son también un factor de riesgo (7-9). La pubertad
o el embarazo, pueden acelerar el desarrollo de la retinopatia debido
probablemente, entre otros factores, a los cambios hormonales que se
producen en estas etapas de la vida (10,11). Otros factores como, las
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concentraciones elevadas de lipidos en suero se asocian con una mayor
frecuencia de exudados duros a nivel macular (12-14), la existencia de
microalbuminuria (15,16), la anemia severa (16,17) y factores genéticos
también han sido relacionados con el desarrollo y progresion de la RD. (18)

En el Ensayo de Complicaciones y Control de la Diabetes (DCCT) (4-6), el
objetivo principal es combatir las complicaciones crénicas de los pacientes con
diabetes tipo 1. Se estudian los efectos que tiene el tratamiento intensivo frente
al tratamiento convencional de estos pacientes sobre el desarrollo y progresion
de la retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedad cardiovascular. En este
ensayo se establecen dos cohortes de estudio; uno con diagndstico reciente de
diabetes (1-5 afos) y sin evidencia de RD (grupo de prevencion primaria) y
otro, con mas afos de evolucion de la diabetes (1-15 afos) y con una RD leve
o moderada (grupo de prevencidén secundaria); en ambos grupos, se asigna de
forma aleatorizada, a unos, terapia intensiva basada en 3-4 inyecciones de
insulina o con bombas de infusidbn subcutanea continua de insulina para
conseguir hemoglobinas glicosiladas < 6-7% ( La HbA1c es el parametro mas
fiable para establecer el grado de control glucémico) .En el primer grupo
(prevencion primaria) la hipdtesis consiste en que si el control intensivo u
optimizado de la glucemia retrasa la aparicion de RD y en el segundo
(prevencion secundaria) si la terapia optimizada podria enlentecer la progresion
de la RD. Se comparan en ambos grupos la incidencia y progresion de otras
complicaciones microvasculares entre los pacientes que reciben terapia
intensiva y los que reciben tratamiento convencional. Se llega a la conclusién
de que todas las complicaciones microvasculares pueden disminuir
significativamente y la progresion de las mismas puede retrasarse en los
pacientes que siguen un tratamiento intensivo y un control glucémico
optimizado. Asi, en los pacientes tratados con terapia intensiva, disminuyod
significativamente la tasa de nuevos casos de retinopatia, la progresion
continua de la retinopatia, la progresion hacia una retinopatia no proliferativa
severa, el desarrollo de una RDP, el riesgo de desarrollar un EM y la necesidad
de un tratamiento con laser para el edema macular o la retinopatia proliferativa
en comparacion con los pacientes que seguian un tratamiento convencional. El

tratamiento optimizado con insulina se tradujo en un mayor beneficio cuando se
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inicio de forma temprana en el curso de la diabetes, pero fue beneficioso en
todos los niveles de reduccion de hemoglobina glicosilada, independientemente
del tiempo de evolucién de la enfermedad.

El Estudio prospectivo de la Diabetes del Reino Unido (UKPDS) (7,8), es
similar al DCCT, pero realizado en pacientes diabéticos tipo 2. En este estudio
también se observa el beneficio que el tratamiento optimizado con insulina en
estos pacientes tiene para disminuir el riesgo de desarrollo y progresion de las
complicaciones microvasculares. El control optimizado de la glucemia (HbA1 c<
7%) en los diabéticos tipo 2 con RD se tradujo en una disminucion del riesgo de
progresion de la RD, de padecer una hemorragia vitrea, de tener ceguera legal,
de precisar cirugia de la catarata y de la necesidad de una fotocoagulacién con
laser. Este ensayo clinico mostré también el efecto beneficioso que el control
de otros factores como la hiperlipemia o la hipertensién arterial (HTA), pueden
tener para reducir la progresiéon de la RD y el edema macular en estos
pacientes.

En el Estudio epidemiologico de la RD en Wisconsin (WESDR) (2,3,12,15,19-
22), se incluyen a diabéticos, diagnosticados antes de los 30 afos (tipo 1) y
diagnosticados después de los 30 afios (tipo 2), y nos ha ayudado a conocer,
qué pacientes diabéticos y en funcion de qué tienen riesgo de desarrollar RD o
de que progrese la misma. Los hallazgos principales del WESDR, avalados
también por otros estudios evidenciaron que la RD severa era rara en los
primeros cinco afos del diagndstico de la diabetes y que el riesgo de
progresion a una RD severa aumentaba sustancialmente con la duracion de la
enfermedad; ademas, en el WESDR se identifican también otros factores de
riesgo para la RD en los pacientes con diabetes, como las mayores cifras de
hemoglobina glicosilada (HbA1c), la hipertension arterial (HTA) o los niveles
elevados de microalbuinuria. Asi, pacientes diabéticos con cifras elevadas de
HbA1c o en los que existe microalbuminuria, se observa que tienen tres veces
mas riesgo de presentar RD, que aquellos en los que el control glucémico es
mejor (cifras mas bajas de HbA1c) o en los que no existe afectacion renal .Se
trata de un estudio con un seguimiento a 4, 10 6 14 afos, que nos ha permitido
ir conociendo aspectos importantes en la historia natural de la RD, como su

progresion, la incidencia a largo plazo de EM y su relacion con determinados
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factores sistémicos. Las conclusiones a las que han llegado estos estudios
clinicos, asi como otras investigaciones realizadas al respecto dejan claro que
la aparicion y el desarrollo de la retinopatia asi como de la retinopatia
proliferativa y del edema macular van a ser dependientes de una serie de
factores de riesgo. Sobre algunos de estos factores no podremos influir, tal es
el caso de la edad, la duracion y el tipo de diabetes o los factores genéticos,
pero otros factores si son modificables y sobre ellos debemos actuar para
prevenir el desarrollo y progresion de la enfermedad ocular en los pacientes
diabéticos. En este sentido y siguiendo las recomendaciones del European
Diabetes Policy Group, se debe intentar que el paciente diabético mantenga
cifras adecuadas de HbA1c y de presion arterial, que reciba un tratamiento
adecuado si tiene una anemia o una nefropatia y que mantenga controlados
sus niveles de lipidos plasmaticos (23,24). El control éptimo de todos estos
factores ayudara a mejorar la salud sistémica y ocular de los pacientes con
diabetes y un abordaje multifactorial sera beneficioso para reducir las
complicaciones derivadas de la enfermedad en la poblacion diabética.

Los tratamientos aplicados a los enfermos diabéticos, ya sean oculares,
cardiovasculares, etc., muestran su eficacia real cuando se realizan en el

contexto de un buen control glucémico y de otros factores de riesgo sistémicos.

2.2.3 Fisiopatologia

Aunque la causa exacta de la retinopatia diabética es aun desconocida, la
hipétesis mas probable es que el estado de hiperglucemia mantenida sea el
principal responsable junto con el aumento de la concentracién de glucosa en
sangre, otros factores de riesgo sistémicos, como la HTA, la hiperlipidemia y
probablemente factores genéticos también podrian colaborar en su desarrollo.
En esta enfermedad microvascular se lesionan los pequefios vasos retinianos
como arteriolas, capilares y vénulas precapilares retinianas y el dafio endotelial
de estos vasos parece ser el principal responsable del desarrollo de la
microangiopatia (25). La hiperglucemia es el factor fundamental, aunque

también los otros factores mencionados previamente, a través de cambios a
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nivel bioquimico, hematoldgico, anatémico y fisiolégico, producen este dafio
endotelial y también lesionan las neuronas de la retina (26).

Las lesiones que observamos clinicamente en los pacientes afectos de RD y
que caracterizan los distintos estadios de la retinopatia son secundarias a esta
microangiopatia. La microangiopatia diabética se traduce en un aumento de la
permeabilidad de los vasos con extravasacién del contenido intravascular al
espacio retiniano con formacion de edema y en ocasiones asociados a
fendmenos de oclusion vascular conducen a la isquemia del tejido retiniano.
Las distintas células neurosensoriales de la retina también se alteran, lo que
contribuye a las disfunciones visuales y electrofisiolégicas observadas en los
pacientes diabéticos.

2.2.4 Cambios bioquimicos

Los principales cambios bioquimicos, inducidos por la hiperglucemia,
implicados en la patogenia de la RD incluyen, el aumento de flujo a través de la
via de los polioles, la generacién de los productos finales de la glicacion, la
generacion de radicales libres y la activacion de la via de la proteinquinasa C
(PKC) (27,28).

La via de los polioles o via del sorbitol, es una de las vias que utiliza la glucosa
para metabolizarse en personas diabéticas con hiperglucemia. Cuando la
concentracion de glucosa en sangre aumenta y se sobrepasa la capacidad de
la via glucolitica y de las pentosas, el exceso de glucosa se metaboliza por esta
via. En la via del sorbitol actuan dos enzimas: la aldosa reductasa y la sorbitol
deshidrogenasa. La aldosa reductasa, presente en las células endoteliales de
la retina, reduce los aldehidos producidos por los radicales libres a alcoholes
inactivos y la glucosa a sorbitol y requiere NAOPH como cofactor. El sorbitol se
oxida muy lentamente en fructosa por medio de la sorbitol deshidrogenasa
(SOH). Al estimularse, en situaciones de hiperglucemia la via de los polioles,
las células en las que la actividad de la aldosa reductasa es importante, se

deplecionan de NAOPH y de glutation, que es un antioxidante protector del
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endotelio contra los radicales libres, por lo que el estrés oxidativo aumenta (29).
Ademas, el sorbitol formado por esta via, que atraviesa mal las membranas
celulares, aumenta su concentracion intracelular, produciendo un aumento de
la presidn osmdtica y favoreciendo la difusion de agua al interior de la célula
con el consiguiente edema intracelular. El estrés osmoético inducido por esta via
hace que en las células microvasculares lesionadas se altere la permeabilidad
y el balance electrolitico (salida de K+ y entrada de Na+) con aumento de la
hipoxia tisular. Sin embargo y a pesar de la aparente implicacion del aumento
de las concentraciones de sorbitol en la patogenia de la RD estudios clinicos
realizados en humanos, con inhibidores de la aldosa reductasa, han observado
que el tratamiento con este inhibidor no altera el curso de la RD (30).

Los cambios observados en la RD se han relacionado también con la glicacion
no enzimatica de las proteinas. La glucosa puede reaccionar de forma no
enzimatica con los residuos de lisina de las proteinas en lo que se conoce
como glicosilacion y tras una serie de reacciones bioquimicas dar lugar a los
llamados “productos finales de glicacion”. La glicacién va a ser dependiente de
los niveles de glucemia o hiperglucemia presentes en el organismo y una
hiperproduccion de estos productos produce disfuncion endotelial y otras
acciones directas. Estas vias son generadoras de radicales libres (31) y se han
relacionado entre otros con el engrosamiento de la membrana basal, la pérdida
de pericitos y las alteraciones de la permeabilidad vascular que se observan en
la diabetes (32,33). La union de estos productos a sus receptores especificos
en la membrana de las células endoteliales, altera la coagulacion y favorece los
fendbmenos de microtrombosis (34). Algunos estudios han encontrado una
relacion entre los niveles elevados en suero de estos productos y los estadios
mas avanzados de la RD y el edema macular en diabéticos tipo Il (35)

Estudios en ratas diabéticas tratadas con aminoguanidina (un inhibidor de la
formacion de los productos finales de la glicacion), (36,37), han demostrado
una disminucidn en la pérdida de pericitos, en la proliferacion de células
endoteliales en los capilares retinianos y en la formacion de microaneurismas
en estos animales. Actualmente se estan realizando estudios clinicos

multicéntricos con este inhibidor en pacientes diabéticos tipo 1 y 2 para conocer
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los efectos de este tratamiento sobre la proteinuria, la progresion de la
insuficiencia renal y el curso de la RD en estos pacientes (27).

2.2.5 La activacion de la proteinquinasa C

La PKC es una familia de enzimas que incluye al menos 11 isoformas, nueve
de las cuales son activadas por el segundo mensajero lipidico diacilglicerol
(DAG, un activador fisiolégico de la PKC). La hiperglucemia aumenta la sintesis
de novo de DAG lo que activa la PKC. Las isoformas Beta y Epsilon son las
que se activan primariamente en los tejidos vasculares durante la
hiperglucemia (38). La hiperglucemia también puede activar la PKC
indirectamente a través de los receptores de los productos finales de la
glicacion y a través de la actividad incrementada de la via de los polioles
probablemente por el aumento de los radicales libres (31). La activacion de la
PKC, especificamente de su isoforma beta (PKCB) se ha implicado en la
patogenia de las manifestaciones tempranas y tardias de la RD (31,39).
Muchas son las consecuencias de su activacion como, las anormalidades que
se producen en el flujo sanguineo por la disminucion en la produccion de oxido
nitrico y/o por el aumento de la actividad de la endotelina-I (40), los cambios en
la contractilidad del musculo liso y el aumento en la sintesis de proteinas de la
membrana basal (38,39). Ademas su activacion puede conducir a la activacidon
de citoquinas, incluidos factores vasoactivos como el factor transformador del
crecimiento y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factores
implicados en la permeabilidad vascular y en la angiogénesis. La
administracion oral de inhibidores de la PKC, de su isoforma beta a pacientes
diabéticos de menos de 10 afnos de evolucién parece reducir alguna de las
disfunciones vasculares caracteristicas de la RD (39).

Las principales vias bioquimicas implicadas en la patogénesis de la RD
parecen conectadas entre si y estudios recientes sugieren que todas ellas
serian activadas por la sobreproduccién de superoxido en las células
endoteliales, hiperproduccion que estaria inducida por la hiperglucemia. Asi, se

ha podido observar en estudios in vitro, que la normalizacién de los niveles
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mitocondriales de radicales libres con inhibidores del complejo de la cadena
transportadora de electrones previene la activacion de la PKC, la formacion de
productos finales de la glicacion y la acumulacion de sorbitol inducidos por la
hiperglucemia (41).

2.2.6 Cambios hematoldgicos

Afectan a los elementos formes de la sangre (sobre todo globulos rojos y
plaquetas) y a la viscosidad del plasma y la sangre total. En la sangre se
produce un estado de hipercoagulabilidad, con aumento de la viscosidad
sanguinea y de la adhesividad y agregacion plaquetaria. Los globulos rojos son
mas rigidos, por lo que se alteran mecanicamente con su roce con las células
endoteliales, ello puede ocasionar una obstruccion del flujo sanguineo, por un
aumento en su agregabilidad.; este aumento parece condicionado por el nivel
del control metabdlico y por los niveles elevados de proteinas plasmaticas.
También se produce un aumento de fibrindgeno a nivel plasmatico. Todas
estas anormalidades pueden producir trombosis en los pequefios vasos
retinianos (23).

2.2.7 Modificaciones anatdémicas

Incluyen alteraciones en la membrana basal capilar y la pérdida de pericitos.
Las alteraciones de la membrana basal consisten en un engrosamiento de la
misma, con vacuolizacion y depdsito de colageno fibrilar, aparecen en las fases
iniciales de la RD y producen alteraciones funcionales en los capilares
retinianos con disminucion del calibre vascular y del flujo lo que dificulta la
difusion de nutrientes y la consiguiente hipoxia tisular. Se estimula la
proliferacion de células endoteliales, al desaparecer el contacto entre los
pericitos y estas células endoteliales. En condiciones normales esta
proliferacion esta inhibida por el contacto que mantienen estas células a través
de las fenestraciones de la membrana basal. Esta proliferacion endotelial es un
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hallazgo tipico de la RD aunque no esta claro de qué forma contribuye al

desarrollo de la misma.

La pérdida de pericitos es considerada por algunos autores como el unico
hallazgo patognomonico de la enfermedad diabética. La pérdida selectiva de
pericitos en los capilares de la retina, aparece en las fases iniciales de la RD y
es secundaria, segun algunas hipotesis al acumulo de sorbitol intracelular. Los
pericitos son células contractiles de la pared capilar, con una importante
funcién en el mantenimiento de la integridad capilar. Su pérdida en la diabetes
contribuye a la disfuncion vascular, al aumento de la permeabilidad y del
diametro capilar y a la alteracion de la regulacion del tono vascular al no poder
contrarrestar las presiones transmurales (42). La pérdida de pericitos facilita la
dilatacion focal de la pared del capilar y puede favorecer la aparicion de

microaneurismas, primera lesion observable clinicamente en la RD.

Todas las alteraciones expuestas condicionan la aparicion de una serie de

cambios fisioldgicos a nivel de la microcirculacion.

2.2.8 Cambios fisiologicos

En la diabetes, se altera el balance de la hemostasis vascular al producirse una
disminucién en la sintesis o la accion de factores vasodilatadores y un aumento
de la liberacion de factores vasoconstrictores en el endotelio vascular. La
hiperglucemia es la responsable de esta disfuncién en las células endoteliales.
Se pierde el mecanismo autorregulador del flujo sanguineo en la retina y la
velocidad del flujo sanguineo disminuye. La pérdida en la capacidad reguladora
del flujo y de la presion intravascular parece secundaria a la pérdida de
elasticidad de una pared arteriolar engrosada y a la pérdida de las células
contractiles o pericitos. La disminucion de la velocidad sanguinea, que aparece
precozmente en la evolucién de la enfermedad seria secundaria, al menos en
parte, a la mayor viscosidad sanguinea, a la degeneracion de pericitos, y al
estrechamiento arteriolar. La activacion de la PKC también parece responsable
de esta alteracion del flujo sanguineo al producir un aumento en la accién

vasoconstrictora de la endotelina-1 (ET-1) junto con una disminucion en la
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accion vasodilatadora del oOxido nitrico (ON), lo que conduciria a una
vasoconstriccion y a un aumento de la resistencia al flujo. De hecho, el
tratamiento con inhibidores de la PKC puede normalizar el flujo sanguineo en la
retina de pacientes diabéticos tipo 1 (39, 42, 43). Se produce también una
vasodilatacion compensatoria, en general las arteriolas y vénulas en diabéticos
tienen mayor calibre que en no diabéticos y ésta dilatacion vascular pudiera
producirse por un mecanismo de autorregulacién para compensar la hipoxia de

la retina.

En pacientes diabéticos tipo 1 con retinopatia, hay una disminucién del
diametro arteriolar y un aumento del diametro de las venas y se ha observado
que estas variaciones se relacionan con la severidad de la RD (21,22) y que
constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de nefropatia diabética en
estos pacientes (44). Por otro lado, en los pacientes panfotocoagulados se
observa una disminucion en el diametro tanto arteriolar como venular que
podria ser el resultado del menor volumen de flujo sanguineo requerido al
haber disminuido las necesidades metabdlicas y haber aumentado Ila

oxigenacion tras destruir con laser el tejido retiniano isquémico (21).

La rotura de la barrera hematorretiniana (BHR) interna, alteracion que se
observa en los estadios iniciales de la diabetes, puede aparecer antes de que
aparezcan los signos clinicos de RD. La funcién de esta barrera es separar a
los elementos neuronales de la retina de la circulacion, y protegerla de las
células inflamatorias y de otros productos citotoxicos que viajan a su través, de
forma que se pueda desarrollar una adecuada actividad neuronal (26,45).

La BHR interna la forman las uniones estrechas que existen entre células
endoteliales adyacentes (26,46) y unas proteinas las ensamblan. Alguna de
estas proteinas como, la proteina ocludina y claudina se situan en la membrana
plasmatica y regulan el paso de solutos y fluido entre las células endoteliales,
mientras que otras, como las zénula occludens, son proteinas citoplasmaticas
que se asocian a las uniones estrechas y contribuyen a su organizacion (26,
45,46). Se ha sugerido que la alteracidén de la BHR interna que se observa en
la diabetes podria ser secundaria a la disminucion de la cantidad de la proteina
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ocludina en estas uniones lo que permitiria, en los capilares y arteriolas, el

paso de algunas sustancias al espacio intersticial (47,48)

2.2.9 Oclusion microvascular

La oclusion vascular contribuye a la isquemia retiniana, aunque aun existe
controversia sobre los factores responsables de la misma. La oclusién vascular
podria ser secundaria a fendmenos intravasculares o extravasculares. Entre los
primeros figuran, la leucostasis (49), la microtrombosis secundaria al estado de
hipercoagulabilidad existente en la diabetes (50) o las anormalidades del
endotelio o de la membrana basal como el edema osmaético de las células
endoteliales por el acumulo de sorbitol o el engrosamiento de la membrana
basal capilar (51). Entre los fenbmenos extravasculares estarian, la invasion de
la luz vascular por células gliales (52) y la compresion de la pared de los
capilares por el edema intersticial de la retina (51), hecho que aunque se ha
sugerido puede contribuir a la oclusién vascular no parece probable que lo
haga ya que el edema retiniano es un hallazgo patoldgico frecuente en muchas
otras enfermedades que no se asocian necesariamente a oclusion de los
capilares retinianos. Estos fendmenos de microtrombosis que aparecen en los
enfermos diabéticos y de los que hasta el momento se tenian evidencias
indirectas, han sido demostrados recientemente en ojos postmorten de
pacientes diabéticos tipo 2 (50) y se han relacionado con el tiempo de duracién
de la diabetes.

2.2.10 Neurodegeneracion

Estudios experimentales recientes han puesto de manifiesto que todas las
células de la retina se alteran en la diabetes. Se ha observado una alteracién
en los componentes vasculares, con alteracién de las uniones estrechas y
muerte de células endoteliales y pericitos. También aparecen alteraciones en
las células gliales, astrocitos y células de Muller, que modifican sus contactos

con los vasos sanguineos, liberan mediadores inflamatorios y alteran el
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metabolismo del glutamato (29,53-55). Las células de microglia, aumentan su
actividad en la diabetes, aumentando su numero y liberando mediadores
inflamatorios (55, 56); hay evidencias de muerte por apoptosis en estadios
precoces de la enfermedad diabética de células ganglionares y neuronas de la
capa nuclear interna (57). Parece que estas disfunciones celulares observadas
en la diabetes afectarian a la integridad de la BHR al disminuir la capacidad de
las células endoteliales para formar uniones estrechas y contribuirian de este

modo a las alteraciones vasculares observadas en la RD.

Se ha postulado que la retina neural (células gliales y neuronas) aumentaria la
produccion de factores de crecimiento y podria disminuir el contenido de
factores pro-barrera, regulando en parte la BHR y contribuyendo a la
hiperpermeabilidad vascular y a la angiogénesis (26, 58,59).

Todos los cambios vistos hasta ahora producen por un lado, un aumento de la
permeabilidad de los vasos con la salida de plasma, proteinas y lipidos,
ocasionando edema y exudados duros (lesiones caracteristicas de la RD) y por
otro lado, fendmenos de oclusiéon microvascular que conducen a la aparicion de
exudados blandos y a otros cambios hipdéxicos mas diseminados en la retina
que aparecen cuando se produce la oclusién de las arterias mayores y que

pueden encontrarse durante el curso evolutivo de la RD.

La oclusion vascular progresiva va produciendo en la retina una situacion de
hipoxia, una retina isquémica. La isquemia actua de estimulo fundamental para
la liberacion de determinados factores angiogénicos que son los responsables
de la formacion de los neovasos sanguineos en la retina y en el iris, que
aparecen en las fases avanzadas de la RD y caracterizan a la RD proliferativa
(RDP). La isquemia de la retina precede a la instauracion de los neovasos y se
considera, desde hace mas de 50 afios, como el origen de los factores

angiogenicos (60).
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2.2.11 Angiogénesis

La angiogénesis es el proceso de formacion de neovasos sanguineos. En la
retina normal existe un balance entre factores activadores e inhibidores de la
proliferacion vascular. La neovascularizacion ocurre cuando se rompe este
delicado equilibrio por sobreproduccion o activacion de los factores
angiogénicos o por reduccion en la cantidad de los agentes inhibidores. El
proceso de angiogénesis es un proceso que ocurre tanto en condiciones
fisiologicas (desarrollo embrionario y reparacion de heridas), como en
situaciones patoldgicas (tumores y retinopatias isquémicas) y que involucra a
una gran cantidad de mediadores y tipos celulares que interactuan entre si y
son capaces de crear unas condiciones propicias para la formacion de nuevos
capilares desde otros vasos ya existentes. Las células implicadas son células
inflamatorias, como los monocitos, macréfagos, los linfocitos T y los neutrofilos
que participan en el proceso angiogénico al secretar citoquinas que pueden
afectar la funcidn de las células endoteliales permitiendo su proliferacion,

migracion y activacion.

Las sustancias que pueden jugar un papel en la estimulacién del crecimiento
de las células endoteliales son también numerosas y de ellas, los polipéptidos
se encuentran entre las moléculas angiogénicas mas importantes. Distintos
polipéptidos angiogénicos han sido purificados, aislados y clonados, entre otros
el Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), la Hormona de crecimiento
(GH), el Factor transformador del crecimiento alpha (FTC-a; TNF-a), el Factor
de crecimiento epidérmico (FCE), el Factor de crecimiento de fibroblastos
basico (FCF o bFGF) y el Factor de crecimiento del endotelio vascular (FCEV o
VEGF). Otros posibles mediadores de la angiogénesis intraocular incluyen, los
péptidos (angiogenina, fibrina, el activador del plasmindgeno), las integrinas, la
adenosina y la angiopoetina 1 y 2. Entre los polipéptidos angiogénicos mas
estudiados estan el bFGF, ellGF y el VEGF. Tanto el bFGF como el IGF
pueden jugar un papel en la neovascularizacion, sin embargo, las
caracteristicas peculiares de cada uno de ellos hace pensar que no son
factores angiogénicos primarios. Asi, el bFGF no puede ser secretado de forma
rapida en respuesta a cambios isquémicos, pero puede liberarse de forma
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secundaria a un dano celular. Por su parte, el IGF parece que no es capaz de
inducir neovascularizacion en ausencia de otros factores de crecimiento ya que
se requieren cantidades suprafisiolégicas para estimular la neovascularizaciéon
(61). Sin embargo, el VEGF si que cumple los criterios para ser considerado un
factor angiogénico ocular primario. EI VEGF que también se denomina factor
de permeabilidad vascular, es el factor del que mas evidencias clinicas y

experimentales existen.

El VEGF es sintetizado por distintas células en la retina que incluyen a las
células ganglionares, células del EPR, pericitos, células endoteliales, astrocitos
y células de Muller y la expresion del mismo esta regulada por la hipoxia. La
hipoxia aumenta hasta 30 veces la produccién de VEGF por estas células de la
retina (61,62). Sin embargo, el aumento de VEGF puede ocurrir antes de que
se evidencien extensas areas retinianas de no perfusion capilar, lo que sugiere
que la regulacion del VEGF puede depender, no solo del estimulo hipoxico, asi
el VEGF podria jugar un papel en los estadios mas precoces de la RD (63, 64).
Este factor estimula la formacion de neovasos y ademas estimula la
permeabilidad de los vasos, al inducir cambios en la expresion de las proteinas
ocludina y zdénula occludens-1, disminuyendo la cantidad de las mismas y
contribuyendo al edema (28, 45). En la capacidad mitégena y de aumento de
permeabilidad de este factor de crecimiento un paso fundamental es la
activacion de la PKCB (39, 65, 66). Si se bloquea la accion del VEGF en la
retinopatia isquémica se inhibe la neovascularizacion retiniana (61). Estos y
otros factores angiogénicos son los responsables de la formacién de los
neovasos que aparecen en los estadios mas avanzados de la RD.
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2.3 Clasificacioén de la retinopatia diabética

La clasificacion del estudio ETDRS tiene una solida base cientifica y cada uno
de sus niveles incluye las lesiones oftalmoscopicas o la combinacion de
lesiones que se asocian con un determinado riesgo de progresion (1,2). Esta
clasificacion es considerada para evaluar la severidad de la retinopatia
diabética en los ensayos clinicos, es reproducible y ha sido ampliamente
validada. Sin embargo, esta clasificacion se consider6 demasiado compleja
para su uso en la practica clinica diaria; cada una de 20 lesiones
oftalmoscopicas debe ser graduada en una escala de 3 a 6 niveles,
comparando los hallazgos con fotografias estandar.

Dada la complejidad de la escala ETDRS, multiples grupos en diversos paises
desarrollaron sus propias clasificaciones simplificadas derivadas del ETDRS,
para su empleo en la practica clinica para retinopatia diabética (36). Estas
clasificaciones son todas similares, pero no iguales y, por lo tanto, no
comparables. La Academia Americana de Oftalmologia, consciente de la
necesidad de desarrollar una clasificacion clinica practica para la RD basada
en la evidencia cientifica, reunié a un grupo de especialistas de 16 paises que
incluia oftalmélogos, investigadores y endocrindlogos para consensuar la
elaboracion de una escala de severidad para su uso (Global Diabetic
Retinopathy Project Group). Alcanzando este consenso y aprobadas sus
conclusiones, esta clasificacion fue finalmente publicada en 2003 (7) como
«propuesta para una escala de severidad para la retinopatia diabética y el
edema macular». Esta clasificacion ofrece una clara orientacién en cuanto a la
severidad de la retinopatia y su riesgo de progresion

Esta clasificacion clinica se basa en evidencia cientifica proveniente de
estudios previos, particularmente el ETDRS y el WESDR (8,9). La clasificacion
clinica propuesta por el Global Diabetic Retinopathy Project Group evalua
separadamente la retinopatia diabética y el edema macular diabético. La
clasificaciéon es oftalmoscépica.
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2.3.1 Niveles de gravedad para retinopatia diabética

1. Sin retinopatia aparente. No se encuentran lesiones al examen

oftalmoscépico. Equivale a nivel 10 de la escala ETDRS.

2. Retinopatia diabética no proliferativa leve. Soélo se encuentran
microaneurismas retinianos, primera alteracidén oftalmoscoépica demostrable en
RD. Equivale al nivel 20 del ETDRS. Como conducta es recomendable
optimizar el control de la glicemia, de la hipertension arterial (HTA) si la hay y
de los lipidos hematicos.

3. Retinopatia diabética no proliferativa moderada. En esta etapa se pueden
encontrar hemorragias retinianas, pero éstas no alcanzan el nivel critico (mas
de 20 hemorragias intrarretinianas en los 4 cuadrantes). Otros hallazgos
oftalmoscopicos pueden ser los exudados duros o lipidicos y los blandos o
manchas algodonosas. Aunque estos ultimos traducen la presencia de
isquemia, su presencia no se asocia con mayor riesgo de progresion. Este nivel
incluye también dilataciones venosas arrosariadas pero so6lo en un cuadrante.
La RDNP moderada equivale a los niveles 35 del ETDRS (probabilidad de
progresion a RD proliferativa de 5,4% en un afio) y 43 (11,9% de posibilidad de
progresion). También incluye el nivel 47, con dilataciones venosas en un
cuadrante, que tiene mayor riesgo de progresion a proliferativa en un afo
(26,3%). Existe consenso en que, dada la baja incidencia de progresion a RD
proliferativa inicial en un afo, la fotocoagulacion con laser no esta indicada en
esta etapa. Particular atencidn debera tener el paciente que presenta
irregularidades y dilataciones del calibre venoso. Se debe optimizar el control
metabalico, presion arterial y lipidos.

4. Retinopatia diabética no proliferativa severa. Cualquiera de las siguientes:
hemorragias intrarretinianas severas, definidas como mas de 20 en cada uno
de los cuatro cuadrantes o dilataciones venosas definidas en 2 o mas 4
cuadrantes o anormalidades microvasculares intrarretinianas (IRMA) bien

definidas en 1 cuadrante.
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El principal problema con esta clasificacion es la dificultad que se pueda tener
en reconocer un foco de IRMA o las alteraciones venosas. Sin embargo, no es
posible simplificar y basarse solo en el numero de hemorragias, porque como lo
demostré Klein al evaluar datos del WESDR, existe u porcentaje importante de
pacientes que presenta IRMA o dilataciones venosas en ausencia de
hemorragias intrarretinianas severas y que presentan igual riesgo de
progresion a la forma proliferativa (7)

Las anomalias microvasculares intrarretinianas (IRMA) son pequefios vasos
intrarretinianos tortuosos habitualmente de calibre fino, anormales y ajenos a la
arquitectura normal de la vasculatura retiniana. En un examen rapido puede
pasar facilmente desapercibidos.

Las dilataciones venosas arrosariadas consisten en aumentos localizados del
calibre venoso, con irregularidades definidas en el calibre venoso (fig. 4).
También se pueden observar asas venosas, en que la vena pierde su trayecto
rectilineo y forma un asa o duplicacion de la vena, que se divide en dos en un
corto tramo. La RD no proliferativa severa conlleva un riesgo de progresion a
proliferativa del 50,2% en un afio y del 14,6% a RD proliferativa de alto riesgo.
Si la RD no proliferativa es muy severa (reune las 3 caracteristicas:
hemorragias severas + venas arrosariadas + IRMA), el riesgo de progresion a
RD proliferativa de alto riesgo es del 45% en un afo.

En consideracién al alto riesgo de progresion y por lo tanto de ceguera, puede
considerarse iniciar una panfotocoagulacion con laser en esta etapa, en
especial en pacientes con diabetes tipo 2 con catarata parcial, mal control
metabalico, RD avanzada en el ojo contralateral y en pacientes inconstantes en
sus controles.

5. Retinopatia diabética proliferativa. Incluye todos los ojos con
neovascularizacién retiniana o papilar bien definida y/o hemorragia vitrea o
prerretiniana. Esta unica categoria abarca varios niveles de la escala ETDRS:
el 61 (RD proliferativa leve, con neovascularizacion retiniana menor de 1/2 area
papilar en uno o mas cuadrantes) el 65 RD (proliferativa moderada, con
neovascularizacién retiniana mayor de 1/2 area papilar y neovascularizacion de
la papila inferior a 1/3 de area papilar) y los niveles 71 y 85 (RD proliferativa de
alto riesgo con neovascularizacién papilar mayor de 1/3 del area papilar y/o
hemorragia prerretiniana o vitrea). Este nivel también incluye la RD proliferativa

34



avanzada, con proliferaciéon fibrovascular, desprendimiento de retina
traccional/regmatogeno y fondo no examinable por opacidad vitrea. La
fotocoagulacion con laser debe realizarse en pacientes con RD proliferativa
leve si tienen mal control metabdlico, catarata parcial o se piensa que no
acudiran a sus controles.

En los pacientes con RD proliferativa de alto riesgo, con neovascularizacion del
disco o hemorragia vitrea o prerretiniana (figs. 7 y 8), el tratamiento con laser
es obligado y debe realizarse de forma inmediata.

Formas mas avanzadas pueden requerir tratamiento quirdargico mediante

vitrectomia.

2.3.2 Edema macular diabético

Niveles de severidad:

1. Sin edema macular evidente. No se detecta engrosamiento retiniano

ni exudacion lipidica en polo posterior.

2. Edema macular presente.
2.1. Edema macular diabético leve. Engrosamiento retiniano o
exudacion lipidica en polo posterior (entre las arcadas
vasculares), pero lejos del polo posterior.
2.2. Edema macular diabético moderado. El engrosamiento
macular o los exudados lipidicos estan préximos al centro de la
macula.
2.3. Edema macular diabético severo. El engrosamiento retiniano

y/o los exudados lipidicos afectan el centro de la fovea (fig. 10).

Aunque esta clasificacion del Global Diabetic Retinopathy Group es sencilla y
practica, parece necesario recordar el concepto de «edema macular
clinicamente significativo», introducido por el ETDRS (10), puesto que sigue

siendo la regla de oro para iniciar un tratamiento.
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El edema macular clinicamente significativo incluye:

1. Engrosamiento de la retina a menos de 500 micras del centro de la
macula.

2. Exudacién lipidica a menos de 500 micras del centro de la macula, si
se asocia con aumento del grosor retiniano,

3. Zona de engrosamiento retiniano de 1 diametro papilar o mayor, si
una parte de éste esta a menos de 1 diametro papilar del centro de la
macula.

Finalmente, debemos enfatizar que la clasificacion propuesta por el
Global Diabetic Retinopathy Project Group se base exclusivamente en el
examen oftalmoscopico, al alcance de cualquier oftalmdlogo. Pruebas
complementarias como la angiografia fluoresceinica y la tomografia de
coherencia Optica pueden aportar informacién pronostica o anatémica

adicional.
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2.4 Presentacion clinica de la retinopatia diabética proliferativa

La retinopatia diabética proliferativa no es mas que un estado evolutivo de las
alteraciones producidas en la retina por la diabetes mellitus, en el que el
deterioro y progresion del dafio retiniano favorece la aparicion de una serie de
complicaciones que pueden en ultimo término ser responsables de provocar en
el paciente la ceguera; conocer estos signos clinicos, su evolucion y pronostico,

es fundamental a la hora de plantearse el tratamiento adecuado en cada caso.

2.4 1 Definicion

La retinopatia diabética proliferativa (RDP) se define como un estado evolutivo
de la retinopatia diabética en la que aparecen neovascularizacion, tejido fibroso
o ambos. Los neovasos se originan en la superficie del nervio optico y/o en las
capas internas de la retina, en estas, pueden aparecer desde cualquier punto
de la circulacion vascular retiniana, crecer atravesando la membrana limitante
interna, extenderse sobre la superficie de la misma y sobrepasar la hialoides
posterior, que les servira de soporte y desde ahi alcanzar hacia la cavidad
vitrea (1). El tejido fibroso que generalmente acompafa a la
neovascularizacién, al tener tendencia a la contraccion, provocara hemorragias
prerretinianas o vitreas dependiendo de que la hialoides posterior se encuentre
parcial o completamente desprendida, también puede producir
desprendimientos de retina traccionales que pueden afectar el area macular
con la consecuente disminucidon de la agudeza visual. En el transcurso clinico
puede aparecer rubeosis como consecuencia de la progresion de los neovasos
en la cara anterior del iris y el angulo camerular y en ultimo término ocasionar

un glaucoma neovascular.

2.4.2 Etiopatogenia

Se conoce desde hace afios que la ausencia de perfusidn capilar retiniana y

consecuentemente la aparicion de isquemia es la causa de la aparicion de la
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neovascularizacion (2), y que esta isquemia es la que estimula la sintesis de
mediadores que en ultimo término seran los responsables de la aparicion del
tejido fibrovascular (3). A lo largo de los afios se han ido conociendo la
existencia de una correlacién entre el grado de tejido retiniano isquémico y la
presencia de neovascularizacién, esto es asi para las distintas entidades
clinicas que ocasionan isquemia retiniana y entre ellas la retinopatia diabética
(46). Estos factores angiogénicos difusibles estimulan el crecimiento de tejido
vascular y fibroso tanto a nivel local, es decir, en el tejido retiniano lindante con
el area isquémica, asi como a distancia en el nervio Optico, cuerpo ciliar, iris, y
demas estructuras endoculares. En el curso de la retinopatia diabética es bien
conocido que aparecen alteraciones en el flujo sanguineo con aumento de la

permeabilidad vascular y rotura de la barrera hematorretiniana.

La pared vascular padece los efectos de una circulacién alterada, lo cual
ocasiona que el coeficiente de rozamiento sea superior al normal, ello es
debido a una serie de alteraciones hematoldégicas que comprometen a
elementos formes de la sangre, sobretodo glébulos rojos y plaquetas; hay un
aumento de la viscosidad del plasma y sangre total, a expensas sobre todo del
incremento de la agregacion plaquetaria y la disminucion de la deformabilidad
de los eritrocitos lo cual repercute sobre las células endoteliales ya alteradas
por cambios bioquimicos, lo que genera una disminucion de su poblacion;
estos cambios estructurales aumentan la permeabilidad de los vasos que
ocasiona extravasacion de plasma y proteinas a nivel capilar ocasionando
edema y exudados duros, la pared arteriolar aumenta su grosor y pierde
elasticidad; este hecho asociado a la disminucion de pericicitos condiciona en
la pared arteriolar la pérdida de la capacidad reguladora del flujo y de la presién
intravascular en un proceso similar al de la arterioesclerosis e hipertension con
lo que los vasos retinianos se vuelve incapaces de controlar de forma
adecuada los aumentos de presion de perfusion (7). Este aumento de la
permeabilidad vascular retiniana se ha podido objetivar con técnicas de
fluorometria vitrea y de camara anterior (8-10). La neovascularizacion es la
clave de la RDP y esta se produce cuando se rompe el delicado equilibrio por
sobreproduccién o activacidn de factores angiogénicos o por reduccion de la

cantidad de agentes inhibidores (7). La angiogénesis esta regulada de forma
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muy precisa, ultimamente se conocen una seria de factores vasoproliferativos
endogenos y otros inhibidores, se han descrito algunas de sus propiedades
pero no se conoce de forma exacta su interrelacién ni los factores necesarios
para la aparicion de neovascularizacion, o mismo se puede decir de los
moduladores de la respuesta angiogénica tales como macrofagos, células
cebadas, heparina y cobre.

La isquemia retiniana precede a la aparicion de neovasos y se considera el
factor desencadenante clave para la génesis de factores angiogénicos
difusibles (2, 3, 11). En el proceso de la angiogénesis es fundamental la
migracion y proliferacion de las células del endotelio vascular, en los mamiferos
estas células permanecen diferenciadas sin actividad proliferativa (12,13), pero
en el curso clinico de la retinopatia diabética se puede perder el control del
crecimiento de las células endoteliales y desencadenarse el proceso
angiogénico. Se han descrito numerosas sustancias con capacidad
angiogénica tales como la hormona del crecimiento, factores de crecimiento
secundarios como el factor de crecimiento similar a la insulina, angiotensina
(11), polipéptidos, factores de crecimiento de fibroblastos de entre estos los
mas estudiados a nivel retiniano son, el factor de crecimiento fibroblastico
basicos (FCF b ) el factor de crecimiento del endotelio vascular (FCEV o VEGF)
y el factor transformador del crecimiento (FTC), todos estos factores son de
especial importancia en el crecimiento del tejido fibrovascular en la retinopatia
diabética. Estos factores han sido aislados de tejidos oculares asi como de
modelos experimentales animales. El factor bFCF, estimula la proliferacion y
migracion endotelial en matrices de colageno similares a capilares (14,15). El
IGF también actua como estimulante de la migracion y proliferacion endotelial y
se ha demostrado su accion angiogénica en vivo, clinicamente se ha
evidenciado que su concentracion intravitrea es mayor en pacientes con RDP
que en el grupo control (16). El VEGF se ha demostrado suficiente para
generar por si solo neovascularizacion si es inyectado intravitreo en ojos de
experimentacion y es un potente inductor de la proliferacion fibroglial (17). La
diabetes mellitus provoca como se ha dicho una serie de anomalias vasculares
en la retina a través de mecanismos multifactoriales ocasionando una

hipoperfusion e isquemia retiniana; estos cambios estimulan la sintesis de
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factores de crecimiento en las células retinianas, los cuales difunden desde el
tejido retiniano hacia todo el globo ocular acoplandose a receptores altamente
especificos de las células endoteliales capilares; esta union induce una serie de
reacciones bioquimicas intracelulares que estimulan la replicacién celular y
aumentan la permeabilidad vascular. El gel vitreo aparte de representar un
reservorio de factores de crecimiento, ejerce un factor mecanico para el
crecimiento del tejido fibrovascular, si la cortical del vitreo se mantiene
adaptada provee a los neovasos una arquitectura de soporte para el
crecimiento de los mismos hacia la cavidad vitrea; si se produce un
desprendimiento del vitreo precoz antes de la aparicion de la RDP este actuara
como factor de proteccion frente a la aparicion de un desprendimiento de retina

traccional.

2.4.3 Neovascularizacion

El riesgo de iniciar una RDP es mayor en pacientes que presentan una
retinopatia diabética no proliferativa severa RDNPS, esta incluye signos como
exudados algodonosos, los cuales traducen un infarto isquémico de la capa de
fibras nerviosas, anomalias microvasculares intraretinianas (AMIR),
arrosaramiento venoso y areas extensas de microaneurismas y hemorragias
intrarretinianas. En el estudio de retinopatia diabética (DRS) la RDNP severa
se define como aquel paciente que presenta al menos tres de estas
caracteristicas con afectacion de los cuatro cuadrantes del fondo ocular (18-
20); alrededor del 50% de estos pacientes en el grupo control del estudio
desarrollaron neovascularizacion en un periodo de seguimiento de 15 meses
(21). Las caracteristicas de RDNP severa no estan siempre presentes cuando
se inicia la neovascularizacion, una posible explicacion a ello es que los
exudados algodonosos desaparecen, las hemorragias y AMIR lo pueden hacer
si se produce un aumento del area de oclusidon capilar. En algunos casos la
lesiones retinianas son leves y no se observan zonas extensas de cierre capilar
cuando aparecen los neovasos lo cual pone en evidencia que no siempre que

se inicia la neovascularizacion hay una RDNP severa previa.
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Las lesiones caracteristicas en la RDNP severa son el cierre capilar y
habitualmente representa un estadio previo a la aparicion de neovasos. Hay
evidencia angiografica de que lesiones que se presentan en este estadio de la
RD como las AMIR, reduplicacién venosa o la aparicién de pequefias vénulas
son en realidad nuevos vasos intrarretinianos que intentan revascularizar zonas
de oclusion capilar (22,23). La formacion de neovasos se produce como
respuesta a la isquemia y se originan en los tramos venosos situados en las
zonas de no perfusion, son capilares que carecen de uniones intimas entre sus
células endoteliales por lo que son parcialmente permeables, su crecimiento se
inicia dentro de la retina, posteriormente, atraviesan la membrana limitante
interna y continuan creciendo sobre la hialoides posterior. Al principio, pueden
aparecer finos capilares sobre la superficie del nervio 6ptico formando asas
(Fig. 1a). Inicialmente carentes de tejido fibroso, progresan mas o menos
rapido y van aumentando su calibre, el tejido fibroso que aparece a
continuacion lo hace como soporte de las estructuras vasculares, en su
evolucion aumenta la adherencia entre ambos y la hialoides posterior, mas
adelante puede aparecer una regresién de los neovasos con contraccion del
tejido fibrotico. Clinicamente los neovasos aparecen como pequefias
formaciones localizadas sobre las venas formando capilares que se extienden
desde las mismas por la superficie de Il par o retina; habitualmente a lo largo
de su trayecto o en el extremo distal de los mismos pueden observarse

dilataciones saculares o fusiformes (Fig. 1b).
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Fig. 1

Angiograficamente se observa una intensa hiperfluorescencia en relacién con
la retina adyacente ya que pierden fluoresceina profusamente lo cual esta

favorecido por la ausencia de uniones capilares en la luz del neovaso (Fig. 2),

Fig. 2
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la difusién es mas precoz en cavidad vitrea o en el espacio subhialiodeo que en
la retina, grandes areas de neovasos pueden extenderse en abanico y
presentar extensas fugas, aunque en los complejos neovasculares muy
extensos pueden desarrollarse uniones endoteliales firmes y presentar menos

hiperfluorescencia.

La neovascularizacion ocurre mas frecuentemente en el polo posterior
alrededor de los 45° centrales que rodean al |l par (24). Los neovasos papilares
son aquellos que aparecen en la superficie del nervio optico o en una extensién
de retina de un diametro papilar adyacente al mismo, se originan en el sistema
vascular peripapilar que irriga el nervio optico y crecen hacia la retina a lo largo
de la superficie posterior del vitreo o bien hacia la cavidad vitrea. La
neovascularizacién papilar (NVP) se asocia a amplias zonas de no perfusion
localizadas cerca del disco Optico o bien a distancia, en la extrema periferia; la
severidad de la NVP viene determinada por su extension, y una NVP se
considera severa si su extension es igual o mayor de 0,25 diametros de disco y
su aparicidon es particularmente frecuente, en las distintas series su frecuencia
oscila entre el 69-73% de los casos (25,26). En el estudio RDS en el grupo
control que presentd neovascularizacion en las fotografias de base, un 15% lo
hicieron en la superficie del nervio 6ptico o en un diametro papilar a su
alrededor (neovasos papilares), un 40% lo hicieron fuera de esta area
(neovasos extrapapilares) y un 45% lo hicieron en ambas zonas (24,27). Los
neovasos papilares son facilmente detectables, ya desde su inicio empiezan
formando pequeias redes vasculares y en su crecimiento, van incrementando
su tamano hasta un cuarto del diametro de una vena cuando emerge del Il par

y se orientan de forma radiada desde el mismo.

La neovascularizacion extrapapilar aparece mas a menudo lindando con una
area de tejido no perfundido, aparecen en forma de una fina red de neovasos
en relaciéon con una vena, vénula o capilar cruzando entre el lado arterial y
venoso (28); aunque su origen es intrarretiniano la NVE puede atravesar la

membrana limitante interna y crecer por debajo de la hialoides posterior (25)
(Fig. 3).
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Fig. 3

Otra forma de aparicion de los neovasos son aquellos que ya desde su inicio
presentan un calibre similar a los vasos retinianos normales y crecen sobre la

superficie retiniana sin formar redes (Fig. 4),

Fig. 4
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Tanto los neovasos papilares como los retinianos son facilmente distinguibles
mediante biomicroscopia con lente estereoscoépica de 60 D, o con lente de
contacto o bien mediante fotografia estereoscopica de 30° (19,26). La
localizacion tipica es junto a areas de cierre capilar (isquemia retiniana)
coincidente con exudados algodonosos o microaneurismas descompensados
que han ocasionado hemorragias intrarretinianas. El método ideal de deteccién
de los neovasos combina, oftalmoscopia indirecta binocular en 360° de la
superficie retiniana, biomicroscopia de los 6 DD centrados en el Il par y de
cualquier zona sospechosa que se haya hallado durante la exploracidon
indirecta. Para la deteccibn de neovasos fuera del disco Ooptico las
estereofotografias de 30° son muy utiles especialmente si se utilizan los 7
campos de la clasificacion modificada de Airlie Hause (19), tomando como
base estos campos fotograficos, seran de gran ayuda para la deteccion de

neovasos en controles sucesivos.(Fig. 5)

Fig. 5

Cuando la neovascularizacion no se detecta con biomicroscopia o campos
fotograficos pero se sospecha por haber presentado hemorragia vitrea reciente
puede ser de ayuda la inspeccion de la retina periférica con lente de tres
espejos de Goldman y especialmente util sera la angiografia fluoresceinica en

la que podremos observar una intensa fuga de contraste coincidente con la
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localizacion de los neovasos; hay que considerar la posibilidad de que la
hemorragia pueda provenir de un desgarro retiniano periférico por lo que es
importante realiza un oftalmoscopia indirecta de la retina periférica con
identacidn. En ocasiones es dificil diferenciar los neovasos de los AMIR, estos
representan una dilatacion de capilares retinianos dilatados o formando shunts,
mediante angiografia no es dificil su diagnostico puesto que estos no exudan
mientras que si lo hacen los neovasos. La angiografia no es imprescindible
para detectar los neovasos pero es de gran ayuda en los casos que se generen
dudas diagnosticas, las lesiones sospechosas deben ser seguidas con

controles frecuentes.

Inicialmente los neovasos pueden ser visibles con dificultad pero en cuanto
crecen aumentan el calibre y se distribuyen con frecuencia creando un red
vascular a veces de forma radiada desde su punto de origen, en la extrema
periferia pueden crecer paralelamente a la base del vitreo, al tiempo que van
creciendo y extendiéndose van perdiendo su configuracién de red vascular y
se van pareciendo cada vez mas a las venas retinianas normales con la

particularidad de que cruzan tanto las arterias como a las venas (Fig. 6).

Fig. 6
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El grado de crecimiento de los neovasos es muy variable, en algunos no se
detecta crecimiento de los mismos tras semanas de seguimiento, mientras que
en otros este crecimiento se puede evidenciar solo con un control en 1-2
semanas. Al principio los neovasos suelen aparecer descubiertos, pero mas
tarde un fino tejido fibroso aparece adyacente a ellos, este estda compuesto por
fibrocitos y células gliales. Tipicamente siguen un ciclo de aparicion,
crecimiento y regresion posterior y esta puede ser parcial o completa (25, 29,
30). La regresion se inicia con una reduccion de calibre y del numero de
neovasos cerca del origen de los mismos y son reemplazados por tejido
fibroso. En ocasiones los neovasos en regresion tienen aspecto envainado
debido a un aumento del espesor de la pared del vaso, este puede ser tan
denso que aparecera como una linea blanca sin poder visualizarse la columna
hematica en su interior. Es frecuente en un mismo caso visualizar nuevos
vasos emergiendo de la neovascularizacion en regresion como también
evidenciarlos en una misma retina en distintos tiempos evolutivos; el
componente fibrovascular de la neoproliferacion tiende desde su inicio a
hacerse transparente por lo que a veces es subestimado, en ocasiones solo es
visible cuando experimenta una contraccion y se separa de la superficie
retiniana, si esto no se produce los neovasos pueden aparecer e involucionar
sin que se produzca ningun sintoma visual incluso pueden regresar sin dejar

ningun rastro de su anterior presencia.

2.4.4 Proliferacion fibrosa y contraccion vitrea

La proliferacion fibrosa puede presentarse aislada o lo que es mas frecuente
asociada a neovasos; puede observarse en cualquier localizacién retiniana
formando desde finas laminas a gruesos cordones fibrosos hasta incluso
extensas condensaciones de tejido fibroso. En la proliferacion fibrosa se incluye
el engrosamiento de la hialoides posterior y las areas vasculares o con vasos
atroficos en ocasiones sin columna hematica visible en su interior. El tejido
crece sobre las arcadas y nervio optico pudiendo llagar a formar un anillo
fibroso circular (Fig. 7).
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Fig. 7

El crecimiento es mas evidente en el borde de la laguna de vitreo licuado
premacular que existe en estos pacientes (31). Antes de que se produzca el
desprendimiento vitreo posterior las redes neovasculares aparentan estar
anteriores a la superficie de retina, aunque no existe separacion entre la retina
y la hialoides posterior, en este estadio los neovasos suelen ser asintomaticos,
aunque pequefias hemorragias pueden aparecer cerca del extremo del borde
de crecimiento de los mismos, estas hemorragias suelen mantenerse
retrohialoideas y si no son extensas o no afectan el area macular pueden pasar
desapercibidas por el paciente (16,32,33). Cuando las hemorragias son
clinicamente sintomaticas siempre suelen coincidir con la presencia de un

desprendimiento vitreo parcial o total.

Cuando solo existe un pequefio desprendimiento del vitreo posterior, se
aprecia como una zona plana muy proxima a la retina, si este desprendimiento
continia y se hace mas extenso la superficie de la hialoides posterior se
desplaza hacia la cavidad vitrea media y se aprecia un contorno curvo mas o
menos paralelo a la retina siendo la distancia de separacion variable. Este
desplazamiento anterior de la HP se mantiene adherida a los penachos
fibrovasculares que emergen desde el lugar de origen de los neovasos
provocando tracciones, la cavidad que queda entre la HP y la retina aparece
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opticamente vacia solo ocupada en ocasiones por restos hematicos (34). La
causa principal de este desplazamiento anterior del vitreo se debe a la
contraccién de la hialoides posterior, el espesor de la misma es variable, siendo
mas gruesa en la zona de emergencia de los neovasos debido al crecimiento
de tejido fibroso a lo largo de su superficie, a distancia de estas areas suele ser
mas delgada pudiéndose en algunas areas observar agujeros de espesor
completo.

El desprendimiento de vitreo posterior (DVP) generalmente se inicia cerca del
polo posterior (31), el lugar mas frecuente es la zona adyacente a los vasos
superotemporales, rapidamente se extiende hacia la periferia del cuadrante
donde se inicia, aunque la extension a otros cuadrantes es mas lenta, pudiendo
llegar a tardar meses o incluso afios. El desprendimiento de vitreo posterior del
Il par a veces se dificulta por la adhesion del tejido fibrovascular procedente del
mismo con el vitreo. El DVP no es un proceso suave sino que evoluciona a
brotes, a veces bloqueado por una proliferacién retino-vitrea; si la traccion
continua puede hasta arrancarla y progresar por detras de la misma, en
ocasiones se detiene en zonas de retina adheridas a la hialoides posterior
donde no existen neovasos, esto clinicamente se traduce en areas de
elevacion de la cara interna de la retina en relacibn a areas limite entre
hialoides posterior adaptada y desprendida que genera traccion puntual sobre

una area retiniana.

2.4.5 Hemorragias

La retinopatia diabética proliferativa puede ser asintomatica hasta que
aparecen hemorragias, estas pueden aparecer en el espacio prerretiniano o
bien en la cavidad vitrea. Las hemorragias subrretinianas son poco frecuentes
pero pueden hallarse en la RDP de larga evolucion (35); el tamafio, extension y
densidad de las mismas es variable y dependen de distintos factores.

Tanto la contraccion de la proliferacion fibrosa como la traccion de la hialoides
posterior que ejercen traccion sobre los neovasos pueden ser causa de

hemorragia, con frecuencia estas pueden quedar limitadas por la extension del
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desprendimiento del vitreo. En algunos casos las hemorragias pueden
aparecer sin traccidon vitrea, provocadas por fendbmenos de valsalva o por
reacciones a la inyeccién de insulina (36); con frecuencia pueden presentarse
durante el suefio sin un factor desencadenante conocido, aunque es ldgico
pensar que las tracciones que puede ejercer el vitreo durante la fase de
movimientos oculares rapidos, que se producen durante la fase REM del suefio
puedan ser un factor etiolégico (37). Los resultados del estudio ETDRS, asi
como de otras publicaciones, indican que la toma de acido acetilsalicilico o
derivados no aumenta el riesgo de poder padecer una hemorragia vitrea
(38,39). ElI movimiento que se puede observar de la sangre contenida en la
cavidad vitrea permite valorar el grado de desprendimiento del vitreo (39). En
las hemorragias preretinianas, la sangre queda atrapada entre la retina y la
hialoides posterior desprendida en el espacio prerretiniano, retrohialoideo o
subhialoideo, el aspecto oftalmoscopico tipico es el de un nivel superior
mientras que su porcion distal marca la zona de adherencia vitreo-retiniana

(33), lo que le confiere un aspecto que se dado en llamar de «quilla de barco»
(Fig. 8),

Fig. 8

La hemorragias pueden tener también aspecto redondeado o lineal y con

frecuencia se pueden ver en un mismo caso las distintos tipos de hemorragias
(Fig. 9).
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Fig. 9

La sangre tiene una absorcion relativamente rapida cuando se halla en
contacto con el vitreo fluido detras de la hialoides posterior desprendida,
aunque este proceso puede durar semanas. Las hemorragias vitreas se
producen cuando la sangre atraviesa la hialoides posterior y penetra en la
cavidad vitrea, al liberar hemosiderina, esta acelera el desarrollo de la sinéresis
y contraccién del vitreo lo cual puede condicionar a su vez un aumento de
tracciones y consecuentemente de las hemorragias. Las hemorragias vitreas
son mas lentas en su proceso de reabsorcion y durante el mismo pierden su
color rojo para volverse cada vez mas blanquecinas, dejando ver un vitreo

organizado, que en la mayoria de casos precisara de tratamiento quirurgico.

2.4.6 Desprendimiento de retina

Las tracciones ejercidas sobre la superficie retiniana por la hialoides posterior
desprendida y tejido de proliferacion fibrosa pueden ocasionar
desprendimientos de retina traccionales; estos son mas probables cuando se
ejercen tracciones antero-posteriores o tangenciales y clinicamente pueden

tener distinta apariencia. Lincoff (40,41) diferencia el desprendimiento de retina
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traccional de la retinosquisis, provocados ambos por las tracciones en polo
posterior; estudios histopatoldgicos recientes en ojos enucleados afectos de
retinopatia diabética proliferativa han demostrado que la retinosquisis traccional
de polo posterior es relativamente frecuente en estos pacientes (42). Para
valorar las tracciones en polo posterior, cuando los medios son transparentes,
es primordial un estudio biomicroscopico, asi mismo, para el estudio del
desprendimiento de retina a nivel macular es muy util el uso de la Tomografia
de Coherencia Optica, esta nos permitira diferenciar entre la retinosquisis de
polo posterior y el desprendimiento traccional, asi como diagnosticar la
presencia de membranas epirretinianas que con frecuencia se ven en estos
casos (43, 44). Esta diferenciacion clinica es muy importante a la hora de dar
un pronostico preoperatorio a estos pacientes. Cuando existen opacidades
hematicas o bien por vitreo organizado posthemorragico que no nos permita
una buena visualizacion del fondo ocular sera imprescindible un estudio

ultrasonografico.

En la retina, en condiciones normales existen adherencias vitreo-retinianas en
casi toda su superficie siendo mas cohesivas las que aparecen en la base del
vitreo, alrededor del nervio Optico, macula y grandes vasos. En paciente con
RDP estas adherencias se ven reforzadas con un engrosamiento de la
hialoides posterior, ademas de las adherencias secundarias a las
proliferaciones fibrovasculares que aparecen en este estadio de la retinopatia
diabética. Cuando se contrae el vitreo se puede producir un desprendimiento
parcial en la parte posterior del mismo manteniéndose adherencias al plano
retiniano, creandose tracciones antero-posteriores, en ocasiones, puede
observarse junto a una area de traccidn la presencia de agujeros retinianas de
espesor total, los cuales pueden ser causa de desprendimientos de retina
regmatdgenos. Entre estas zonas y la base del vitreo durante este proceso de
desprendimiento parcial del vitreo puede aparecer un desprendimiento de
retina traccional focal, en este caso la retina adopta forma de tienda de

campana.

Muchas veces las adherencias vitreo-retinianas son mas fuertes alrededor del
Il par y en arcadas vasculares temporales debido a un mayor engrosamiento de
la HP con mayor componente de tejido fibrovascular en esta area, en estos
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casos se puede producir un desprendimiento retina traccional sobre arcadas
temporales quedando la retina suspendida como una hamaca entre ambas
arcadas superiores e inferiores, en estos casos es mas frecuente la afectaciéon

macular.

Si se deja evolucionar de manera espontanea, la tendencia es a producirse una
mayor contraccion del vitreo y generarse un desprendimiento de retina total con
formacion de grandes pliegues. En la superficie anterior y posterior de la retina
desprendida pueden aparecer membranas proliferativas pre y subrretinianas.
En otras ocasiones el mecanismo traccional es diferente, se produce una
contraccion tangencial del tejido fibrovascular entre la papila y arcadas
vasculares; al ser la adherencia papilar mas fuerte se produce una traccién con
distorsién del area macular (45); en este proceso puede involucrarse el EPR el
cual aparecera distorsionado hacia el punto de mayor traccion. En otros casos
es solo la macula la que esta afectada. El lugar de mayor contraccion suele ser
junto al nervio optico y la macula es desplazada hacia cuadrantes nasales. Si la
fuerza traccional es combinada, tangencial y antero-posterior se puede originar
un desprendimiento de retina en meseta, que afecta todo el polo posterior. El
desarrollo de la proliferacion fibrosa prerretiniana puede producir una tracciéon

tangencial que ocasiona un desprendimiento de retina multifocal plano.

Los desprendimientos de retina traccionales se dividen segun se afecte o no la
macula, los extramaculares son mas frecuentes y muchas veces asintomaticos;
por lo que no precisaran de tratamiento quirurgico inmediato, solo un pequefio
porcentaje afectaran la macula de forma progresiva, en este caso si es
imprescindible realizar una vitrectomia y liberar a la retina de tracciones Ilo

antes posible.
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2.4.7 Rubeosis

La neovascularizacién del iris es una complicacion de RDP. La rubeosis se
caracteriza por la presencia de neovasos en la superficie del iris; inicialmente
aparecen en el reborde pupilar y raiz del iris donde existen capilares, a partir de
los cuales aparecera la neovascularizacion; los neovasos del angulo son
provenientes de capilares del iris y de cuerpo ciliar, todos ellos crecen de forma
anarquica y se acompafan de tejido fibroso que tapiza el angulo camerular y
superficie del iris; este tejido fibrovascular puede regresar con tratamiento
adecuado, pero si por el contrario progresa, puede ocasionar un glaucoma
neovascular de angulo abierto o cerrado dependiendo de que el tejido de
proliferacion recubra todo el angulo o no. Un porcentaje entre un 25% de ojos
con rubeosis desarrollaran glaucoma neovascular en el plazo de un afo
(46,47); en la mayoria de ellos sera de aparicion precoz, 33% en el primer mes
de seguimiento y un 60% lo hara antes de los tres primeros meses (48). Con
frecuencia los neovasos son visibles a la lampara de hendidura con la pupila no
dilatada (Fig.8).

Fig. 8
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2.4.8 Retinopatia diabética involutiva

Cuando se produce en el curso evolutivo de la retinopatia diabética un
desprendimiento de vitreo total, excepto en las zonas de adherencia a los
penachos fibrovasculares, la RD tiende a entrar en un estadio involutivo (49-
51). Las hemorragias vitreas van disminuyendo en frecuencia e intensidad
hasta desaparecer completamente, en este momento siempre suele existir un
grado mas o menos importante de desprendimiento de retina en funcion de las
adherencias vitreo-retinianas, si la macula esta intacta la agudeza visual puede
ser buena, aunque lo habitual es encontrarnos con una macula traccionada y
con un grado variable de edema y exudacion lipidica y por lo tanto con baja
agudeza visual, quizas en la mayoria de los casos el desprendimiento de retina
existente afecte el polo posterior con una importante reduccion de vision. Se
produce una marcada reduccién de calibre vascular, las venas anteriormente
dilatadas y arrosariadas pueden recuperar su calibre normal o tener una
apariencia envainada; las arteriolas presentan una franca reduccion de su
calibre con disminucion de sus bifurcaciones, algunas arteriolas aparecen
blancas y exangues, hay una reduccion de las hemorragias y de los
microaneurismas, los neovasos se reducen en calibre y numero al tiempo que
no aparece nueva neovascularizacion. El tejido fibroso aparece mas delgado y
transparente, hay una franca palidez del segundo par con cambios atroficos a
nivel del epitelio pigmentario de la retina, todo ello va acompafnado por una baja
agudeza visual que se explica, entre otros motivos, por la severa isquemia

retiniana.

2.4.9 Tratamiento quirurgico

En ocasiones por la evoluciéon clinica de la retinopatia se producen
complicaciones como las hemorragias y el desprendimiento de retina que

requeriran una reparacion quirurgica mediante vitrectomia via pars plana.

En la RDP se produce un crecimiento neovascular estimulado por la respuesta

angiogénica secundaria a la isquemia retiniana, ello da lugar a un crecimiento
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de nuevos vasos Yy tejido fibrotico .Este tejido se extiende inicialmente sobre la
hialoides posterior que le sirve de armazon desde donde alcanzar el vitreo
posterior. El crecimiento es proporcional al estimulo isquémico y se extiende
hacia la cavidad vitrea. La contraccion del tejido fibrovascular puede ocasionar
hemorragias premaculares densas en el polo posterior o hemorragias extensas
dentro de la cavidad vitrea asi como tracciones sobre la retina que causaran
desprendimiento de la misma tanto en el polo posterior como en la periferia;
todo ello puede ocasionar una disminucion severa de la agudeza visual y
requerira la realizacion de una vitrectomia pars plana cuyo objetivo es la
aclaracion de los medios y la relajacion de las tracciones sobre la superficie de
la retina; la realizacion de un tratamiento ablativo mediante Ia
panfotocoagulacion con laser reducira el tejido periférico isquémico y

consecuentemente el estimulo neovascular proliferativo.

La indicacion del tratamiento quirurgico viene determinada por la presencia de:
-Hemorragias premaculares
-Hemorragia vitrea
-Desprendimiento de retina traccional
-Traccién tangencial del polo posterior
-Desprendimiento de retina combinado traccional y regmatégeno

-Opacificacion del vitreo

Hemorragia premacular y/o vitrea

La hemorragia vitrea sigue siendo la primera causa de la indicacion de
vitrectomia en el paciente diabético. Clinicamente se refiere como la
disminucién subita de agudeza visual mas o menos severa en funcion de la
densidad de la misma el diagndstico viene determinado por la exploracidon
mediante oftalmoscopia y en funcién de la transparencia de medios por la
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ecografia dinamica; esta es especialmente util para estudiar las tracciones

vitreo-retinianas

Desprendimiento de retina traccional

La indicacion quirargica viene determinada por la presencia de un
desprendimiento de retina en polo posterior o por fuera de él. Estas tracciones
provocan cambios en la retina y epitelio pigmentado que pueden ser cronicos y
ocasionar si no se corrigen una deterioro visual permanente ; es por ello que en
estos casos se realiza una vitrectomia pars plana complementada con técnicas
de segmentacién, delaminacion y viscocirugia que solas o en combinacion van
encaminadas a obtener una relajacion de las tracciones vitreo-retinianas con la
restauracion de la superficie retiniana ;a su vez se debe complementar el

tratamiento con la panfotocoagulacién adecuada para cada caso.

Traccion tangencial en el polo posterior

La aparicion de tracciones de la hialoides posterior asi como la presencia de
membranas epirretinianas puede provocar distorsiones en el polo posterior, que
en su curso evolutivo ocasionaran un gran deterioro visual secundario a
desprendimiento foveales, edema macular difuso o en casos avanzados
incluso ectopia macular. El tratamiento quirargico con diseccion de estas
estructuras premaculares pueden sin duda mejorar el curso evolutivo y la

agudeza visual del paciente.

Opacidades vitreas

Las opacidades del vitreo pueden ser motivadas por una hemorragia vitrea
previa que ocasiona una degradaciéon del vitreo con pérdida de su
transparencia muchas veces secundaria a los depdsitos de fibrina, fruto de la
degradacion de la sangre en la cavidad vitrea. Otras veces se produce una
opacificacion secundaria al engrosamiento de la hialoides posterior en
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ocasiones adherida al polo posterior, la extraccion de esta hialoides posterior
mediante vitrectomia mas delaminacion de esta capa del vitreo suele llevar a

una rapida mejoria de agudeza visual.
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2.5 Retinopatia diabética e inflamacion. Papel de la inflamacién en las
primeras etapas de la retinopatia diabética.

La inflamacién es una respuesta inespecifica a la lesion que incluye una
variedad de mediadores funcionales y moleculares, como son el reclutamiento
y la activacion de los leucocitos. La inflamacion suele tener efectos
beneficiosos durante la fase aguda, pero puede que estos puedan devenir
nocivos si persisten cronicamente. El aumento de la expresion de diversas
proteinas inflamatorias esta regulado a nivel de la transcripcion de genes a
través de la activacién de factores de transcripcion proinflamatorios, como el
factor nuclear de transcripcion KAPPA B (NF-kB). Estos factores de
transcripcion proinflamatorios se activan y juegan un papel fundamental en la
amplificacion y la perpetuacion del proceso inflamatorio. Los factores de
transcripcion asociado con produccidn de mediadores proinflamatorios incluyen
factores nucleares (NF-kB), la proteina activadora 1 (AP-1),la proteina
especifica 1 (SP1), los receptores activados de proliferacion de
peroxisomas (PPAR) y otros miembros de los receptores nucleares (1,2,3).
Las proteinas proinflamatorias (incluyendo COX-2, la interleuquina-1 y el factor
de necrosis tumoral alfa), pueden contribuir al dafo y muerte celular en los
tejidos como el cerebro y la retina (5, 6, 7,8) al menos en parte por la activacion
de NF-kB (6).

2.5.1 Estudios en animales

Muchos de los cambios moleculares y funcionales que son caracteristicos
de la inflamacion y que se resumen a continuacion, han sido detectados en la
retina de los animales diabéticos o en los seres humanos y en células de la
retina  cultivadas en una concentracion elevada de glucosa.
Aunque muchas especies de animales han sido estudiados como posibles
modelos de la retinopatia diabética, la mayoria de los estudios que relacionan
procesos inflamatorios en el desarrollo de la retinopatia diabética se han
realizado, hasta la fecha, en ratas y ratones y se han centrado en los modelos
de deficiencia de insulina (diabetes tipo 1).
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Leucostasis y activacion de las plaquetas

La atraccion y adhesion de leucocitos a la pared vascular son componentes
importantes de los procesos inflamatorios. La leucostasis se ha detectado
aumentada de manera significativa en retinas de los animales diabéticos

(9,10), y podria contribuir ala falta de perfusion capilar. La rigidez de los
leucocitos esta aumentada en el paciente diabético con lo que disminuye su
capacidad de deformacion y puede contribuir al desarrollo de la isquemia
capilar en vasos de la retina (10, 11, 12, 13, 14). Una segunda linea de
evidencia muestra que la adhesion de leucocitos anormales a los vasos de la
retina en la diabetes es mayor y esta se produce a través de las moléculas de
adhesion.

La diabetes aumenta la expresion de ICAM-1 en la retina de los animales
y en los seres humanos (15) y la interaccion de esta molécula en células
endoteliales de la retina con CD18 en monocitos y neutrofilos contribuye a la
lesion inducida por la diabetes por aumento de leucostasis dentro de los vasos
retinianos (14). La leucostasis ha sido propuesta como un factor de apoptosis
de las células endoteliales retinianas en la retinopatia diabética (14).

Una tercera causa etiolégica de la ausencia de perfusiéon capilar en la
diabetes implica a las plaquetas. Se ha descrito la formacion de microtrombos
plaquetarios en retinas de ratas diabéticas y en los seres humanos, y han sido
espacialmente asociadas a la apoptosis de las células endoteliales (16). El
clopidogrel, un farmaco antiplaquetario selectivo, sin embargo, no impidié
la apoptosis neuronal, la reactividad glial, ni la apoptosis de las células
capilares en retinas de ratas diabéticas (17), lo que sugiere que las plaquetas

no son las primeras en iniciar la patologia.

Aumento de la permeabilidad vascular

Uno de los primeros eventos en el desarrollo de la retinopatia diabética es la
ruptura de la barrera hematorretiniana (BHR), este defecto contribuye al edema
de la retina y la discapacidad visual en los pacientes diabéticos. La controversia

se mantiene en cuanto a como se desarrolla el aumento de la permeabilidad de

65



la retina en pacientes diabéticos. En los animales de experimentacion con
diabetes inducida, la rotura de la BHR se detecta entre los 8 dias a mas de
6 meses después de la aparicion de la diabetes (18, 19, 20). Todos estos
estudios van encaminados a desarrollar medios para evaluar aumento de la
permeabilidad vascular en la retina y modelos para identificar terapias para
inhibir este defecto. Los tratamientos que se han evaluado para inhibir el
aumento de la permeabilidad vascular en la retina diabética
incluyen inhibidores de la aldosa reductasa, inhibidores de la proteinquinasa C,
tirosina, inhibidores de la quinasa, la aspirina, un inhibidor de la COX-2, los
esteroides, antagonistas del VEGF, antagonistas del receptor de TNF y el
PPAR y ligandos gamma (21,22,23,24,25).

Factor nuclear de transcripcion KAPPA B (NF-kB).

El NF-kB es un gran factor de transcripcidon inducible que es un importante
regulador de los genes involucrados en las respuestas inflamatorias e inmunes,
de la proliferacion y de la apoptosis en mamiferos. EI NF-kB se compone de
homodimeros y heterodimeros. La forma mas abundante y mejor estudiada en
células de mamiferos son las subunidades P50 y P56.La activacion del NF-kB
ocasiona la activacidn de subconjuntos especificos de genes. Experimentos de
unién al ADN han demostrado que el NF-kB se activa en la retina las células
endoteliales y pericitos expuestos a concentraciones elevadas de
glucosa (26,27).

La diabetes causa la migracion de la subunidad P65 en el nucleo de los
pericitos (28), y de la subunidad P50 en los nucleos de las células endoteliales,
pericitos y las células de la capa nuclear interna (29).
La evidencia del importante papel de NF-kB en la patogenia de las primeras
etapas de la retinopatia diabética es doble. En primer lugar, la inhibicion de las
proteinas cuya expresion esta regulada de NF-kB (como iNOS e ICAM) inhibe
la degeneracion de los capilares retinianos. En segundo lugar, los compuestos
que inhiben NF-kB también logran inhibir el desarrollo de la retinopatia. Por
ejemplo, varios antioxidantes que disminuyen el desarrollo de la degeneracién
y pérdida de pericitos capilares en la retina de las ratas diabéticas (30) también
inhiben la activacion en la retina del NF-kB inducida por la diabetes (27). Del
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mismo modo, dosis bajas e intermedias de salicilatos (aspirina, salicilato de
sodio, y la sulfasalazina) inhiben la activacion de NF-kB en las retinas de ratas
diabéticas y también inhiben la expresion de mediadores inflamatorios como la
iINOS e ICAM-1, y la degeneracion capilar y pérdida de pericitos en los
animales (30,31). La aspirina inhibe la produccion de prostaglandinas, pero el
salicilato de sodio y la sulfasalazina tienen mucho menos actividad, lo que
sugiere que la accidbn comun de estos tres salicilatos para inhibir la retinopatia
en la diabetes no esta principalmente mediada por la inhibicibn de las
prostaglandinas.

Sintasa del 6xido nitrico (INOS)

La expresidon de iNOS esta regulada por lo menos en parte por el NF-kB. La
simpatectomia experimental incrementa la expresion de la proteina iINOS en las
retinas de las ratas no diabéticas (32), lo que sugiere que la pérdida de la
actividad simpatica, como ocurre en la diabetes, podria contribuir a la
regulacion al alza de esta proteina inflamatoria de la retina. Se ha observado
una regulacion al alza de la iINOS en retinas de experimentacion de roedores
diabéticos y en pacientes en la mayoria de estudios (33, 34,35). También se
conocen alteraciones en la expresion de otras isoformas de la sintasa de oxido
nitrico en diabetes inducida (36,37). Un posible papel de la iNOS en
la patogénesis de la retinopatia diabética se ha sugerido por los estudios
con aminoguanidina. La aminoguanidina es un inhibidor selectivo de la iINOS
(39), y se ha descrito que es util para inhibir el desarrollo de las lesiones
microvasculares de la retinopatia diabética en perros diabéticos (40), y también
en las ratas (41). El papel de la iNOS en el desarrollo de las primeras etapas de
la retinopatia diabética se ha investigado directamente con ratones
genéticamente deficientes en INOS(42). En ese estudio, los ratones diabéticos
desarrollaron la degeneracion esperada de los capilares de la retina, asi como
aumento de leucostasis y sintesis de superoxido. Por el contrario, los ratones
diabéticos no deficientes eniNOS no desarrollaron estas anomalias

estructurales o funcionales.
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Ciclooxigenasas

La COX-2 esta regulada por lo menos en parte por el NF-kB. En
retinas de animales diabéticos hay una inducciéon de la COX-2, asi como
aumento de la produccion de prostaglandinas(43). Se ha demostrado (43) que
la produccion de prostaglandina PGE2 por las retinas de ratas diabéticas fue
inhibida significativamente por Celecoxib (un inhibidor selectivo de la COX2),
pero no por un inhibidor de la COX-1, lo que sugiere que COX-2 es el principal
responsable del aumento de la produccién de PGE2 en la retina de ratas
diabéticas. El inhibidor de la COX-2, Meloxicam, también reduce las
concentraciones de eNOS (NOS endotelial) y del NF- kB, en la retina diabética
y redujo las de TNF. Los inhibidores menos selectivos de la COX-2disminuyen
el desarrollo de la retinopatia diabética en perros y roedores, asi como el
aumento de la permeabilidad vascular en roedores diabéticos.

Moléculas de adhesion (ICAM-1)

Los glébulos blancos se unen a ICAM-1 en la superficie del endotelio
como un componente de un proceso de multiples pasos que conducen a la
adhesibn de los glébulos blancos de Ila pared endotelial (38).
Esta leucostasis se sabe que esta aumentada en los vasos sanguineos de la
retina en la retinopatia diabética (44,45), y este proceso es mediado por el
ICAM-1. EI' ICAM-1 aumenta la expresion de la leucostasis por diversos
estimulos, incluyendo el VEGF, la activacion de P-PAR, el estrés oxidativo y
dislipidemia (47). Ratones modificados genéticamente C57B1/6J se
han utilizado para explorar el papel de ICAM-1 y la adhesién a las células
sanguineas (CD18) en la patogénesis de las enfermedades vasculares de la
retina inducidas por la diabetes. A los ratones deficientes en los genes de estas
proteinas y sus controles de tipo salvaje se les indujo diabetes
experimentalmente. Después de una duracién de la hiperglucemia de hasta a
11 meses los animales diabéticos desarrollaron degeneracion capilary pérdida
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de pericitos, asi como anomalias asociadas incluyendo leucostasis, aumento

de la permeabilidad capilar y engrosamiento de la membrana basal capilar.

Factor endotelial de crecimiento vascular (VEGF)

El VEGF es una molécula proinflamatoria que juega un papel bien conocido en
neovascularizacion y en el aumento de la permeabilidad vascular. La
expresion del VEGF esta regulada en gran parte por la hipoxia, pero también
se va acumulando en la retina desde el inicio de la diabetes, antes de la
aparicion de la falta de oxigeno (48, 49, 50). Se produce en multiples tipos de
células de la retina, incluyendo las células ganglionares, las células de Muller, y
los pericitos. Las inyecciones repetidas de altas concentraciones de VEGF en
los ojos de monos no diabéticos dan como resultado cambios en la retina que
en cierto modo se asemejan a aquellos de las primeras etapas de la retinopatia
diabética, incluyendo tortuosidad vascular y microaneurismas (51,52). En la
clinica los ensayos con terapias anti-VEGF han demostrado muy buenos
resultados en las fases avanzadas de la retinopatia diabética (53, 54,55).

Interleuquina (IL)-1B y caspasa-1

Se ha observado que la citoquina proinflamatoria IL-13, se incrementa en las
retinas de ratas diabéticas (56). La inyeccion intravitrea de IL-13 se demostrd
que era capazde causar la degeneracion de la retina y de las células
endoteliales capilares, pero la relevancia de estos hallazgos en la degeneracién
capilarin vivo no esta clara porque las concentraciones de IL-1f3
probablemente fueron farmacoldgicas. EI papel de la IL-1B en la
patogénesis de la retinopatia diabética se conoce por el estudio sobre ratones
diabéticos en los que se inhibié la enzima responsable para la produccién de
IL-1B. La IL-1B es el producto predominante de la caspasa-1, y la actividad
bioloégica de la IL-13 esta mediada por su unioén con el receptor de superficie
celular (IL-1R1). La actividad de la caspasa-1 se incrementa en las retinas de
ratones y seres humanos diabéticos y en las células de Muller retinianas
expuestas a una alta concentracion de glucosa (57).La inhibicion de la
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caspasa-1 con Minociclina inhibe el aumento de la IL-1B y la disminucion de la
degeneracion de la retinay de sus capilares en los animales con diabetes
inducida. Los resultados indican que la activacion de la caspasa-1y la posterior
produccion de IL-13 desempenar un papel importante en el desarrollo de la
patologia retiniana en la diabetes. Otra accion conocida de la IL-1B esla
activacion del NF-kB.

TNF y otras citoquinas

Las concentraciones de TNF en la retina son significativamente mayores de lo
normal en ratas diabéticas (58). El Eternacept actua como inhibidor competitivo
para bloquear los efectos del TNF en las células; el tratamiento con el mismo
no redujo en la retina la concentracion de VEGF, pero inhibi6 la ruptura de la
barrera hematorretiniana y la activacion del NF-kB en la retina diabética asi
como en los cultivos de células de Muller estimuladas con albumina glucosilada
o glucosa (59, 60, 61)

2.5.2 Cambios en la retina

Muchas de las proteinas inflamatorias que pueden participaren Ila
degeneracion de los capilares retinianos en la diabetes inducida se sabe que
son reguladas por el NF-kB. Cabe la posibilidad de que cada una de estas
proteinas, de forma independiente, causen la degeneracién del capilar, pero la
evidencia sugiere que actuan de forma secuencial y jerarquica.

Las pruebas con tejido de la retina de animales diabéticos o que se incuban en
medios altos en glucosa indica que:

1. PARP regula la actividad de NF-kB asi como la expresion de ICAM- 1

2. La inhibicion de NF-kB con sulfasalazina inhibe expresion de iNOS, ICAM-1,
VCAM yla COX-2 (63)

3. La inhibicién de iINOS inhibe la hiperglucemia inducida por la generacion de
prostaglandinas, mientras que Ila reaccidbn opuesta (regulacién de Ila
produccion de 6xido nitrico por la COX-2) no fue detectada
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4. La inhibicion de la COX inhibe la expresidon de ICAM-1 y la leucostasis. Esta
via, sin duda, se volvera mas complicada e interactiva a medida de que se
disponga de mayor informacidn sobre el papel de las proteinas
proinflamatorias y factores de transcripcion en el desarrollo de la retinopatia en
la diabetes. Se sabe que muchas citoquinas activan NF-kB y otros

mediadores proinflamatorios.

2.5.3 Inflamacion en la retinopatia diabética en humanos

La evidencia de que los procesos inflamatorios desempefian un papel
importante en la degeneracion de los capilares de la retina en pacientes
diabéticos es menos completa que en los animales, pero es en muchos
sentidos es coherente con los estudios en animales. Los aumentos en las
concentraciones de TNF, IL -1, y otros mediadores de la inflamacion se ha
demostrado enlas muestras de vitreo de los pacientes diabéticos (64,
65,66). La actividad de la caspasa-1, la enzima responsable de la produccién
de IL-1B3, se incrementa en la retina de los seres humanos con diabetes, y se
correlaciona con la distribucion de las lesiones en la retina (67). El factor C5b-
9,es el producto terminal de la activacion del complemento y se ha
observado dentro de los vasos sanguineos de la retina de los pacientes
diabéticos.

Ensayos clinicos prospectivos para evaluar el posible efecto dela aspirina
sobre la retinopatia diabética en los pacientes han dado resultados
contradictorios. El tratamiento con AAS resultd, en un analisis estadistico, que
provocaba una inhibicion significativa, aunque deébil, de la media de incremento
anual en el numero de microaneurismas (68), mientras que no se observo
ningun efecto beneficioso en todos los aspectos de la retinopatia en el estudio
ETDRS (69). A la luz de las conclusiones alcanzadas en diferentes estos
ensayos clinicos, y los resultados positivos obtenidos en los estudios sobre
animales parece prudente reservar el juicio en este momento acerca de si la

aspirina podria o no inhibir la retinopatia diabética en los seres humanos.
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2.5.4 Conclusiones

Los numerosos efectos que se desarrollan en la retina como consecuencia de
la diabetes son secundarios a una respuesta inflamatoria. Estos cambios
inflamatorios al parecer son importantes en la patogénesis de la retinopatia
diabética ya que la inhibicion de esta cascada inflamatoria en cualquiera de los
multiples pasos puede inhibir las primeras etapas de la retinopatia diabética (en
particular, la degeneracién de los capilares retinianos). Las evidencias de los
estudios realizados en animales diabéticos son suficientes para justificar
nuevas investigaciones sobre el papel de la inflamacion en el desarrollo de la

retinopatia en los pacientes diabéticos.
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2.6 Proteémica

Protedmica es el estudio de las proteinas y en particular de su estructura y de
su funcion. Las proteinas son partes vitales de los organismos vivos ya que son
los componentes principales de las rutas metabdlicas de las células. El término
protedmica fue acufiado en 1997 como una analogia con gendmica, el estudio
de los genes. La palabra "proteoma" es la fusion de "proteina" y "genoma", y
fue acufada por Marc Wilkins en 1994, El proteoma es la dotacién completa de
proteinas, incluyendo las modificaciones hechas a un conjunto particular de
proteinas, producidas por un organismo o sistema. Esto varia con el tiempo y
con requisitos diferentes o debido al estrés que sufre una célula o un

organismo.

La descripcion del proteoma permite tener una imagen dinamica de todas las
proteinas expresadas en un momento dado y bajo determinadas condiciones
concretas de tiempo y ambiente. El estudio y comparacion sistematicos del
protecoma en diferentes situaciones metabodlicas o patolégicas permite
identificar aquellas proteinas cuya presencia, ausencia o alteracion se
correlaciona con determinados estados fisioldgicos. En el caso concreto del
analisis protedbmico asociado a patologias concretas, es posible identificar
proteinas que permitirian diagnosticar la enfermedad o pronosticar la evolucién
de la misma. Dichas proteinas se conocen con el nombre genérico

de biomarcadores.

2.6.1 Retinopatia diabética y biomarcadores

La retinopatia diabética es la causa mas frecuente de pérdida visual en la
poblacién activa y una de las principales causas de ceguera. El factor etioldgico
principal en el desarrollo de la retinopatia diabética es la hiperglucemia, pero
otros factores relacionados con la diabetes, como la presion arterial, perfil de
lipidos, o el tabaquismo pueden influir en su desarrollo.
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Se han identificado diversos mecanismos bioquimicos en la patogenia del dafio
vascular inducido por la hiperglucemia, incluida la formacién de glucotoxinas a
través de la via de la aldosa reductasa, la induccion de alteraciones en la
sefalizacion celular por la activacion de la proteina C quinasa, la formacién
acelerada de los productos finales de glicacion avanzada y el aumento del

estrés oxidativo.

Los componentes etiologicos clave de la retinopatia diabética son la
inflamacion inducida por la hipoxia y la angiogénesis. Diversos estudios han
investigado las concentraciones de factores inflamatorios y angiogénicos en
vitreo y suero y se ha demostrado que desempefian un papel importante en la
degeneracion de los capilares retinianos en estos pacientes. Se ha observado
un aumento de las concentraciones del factor de necrosis tumoral (TNF), la
interleuquina (IL)-1 y otros mediadores de la inflamacién en el vitreo de
pacientes con retinopatia diabética

Las técnicas de protedmica recientemente desarrolladas y aplicadas en el
vitreo de pacientes diabéticos y sujetos de control no diabéticos, han
contribuido a la identificacion de algunas proteinas patégenas nuevas y de
biomarcadores clinicos y estos se han asociado con diferentes vias biologicas,
tales como lipidos de transporte o el sistema, calicreina-cinina.

Estos estudios se han centrado en la concentracion de proteinas especificas,
especialmente moléculas que participan en la angiogénesis y proliferacion
celular, pero no en la funcion de la proteina. Funciones biolégicas esenciales a
menudo estan reguladas mediante modificaciones post-traduccionales,
especialmente de fosforilacion. Por lo tanto, la deteccion de fosfoproteinas vy
sitios de fosforilacion es importante para explorar exhaustivamente la funcién
de un péptido o una proteina. En modelos biolégicos humanos la fosforilacidon
de proteinas es el resultado de la actividad de la enzima tirosina quinasa, que
afade fosfato a tirosinas especificas en las proteinas de destino. El fosfato se
elimina de tirosinas fosforiladas por accion de la enzima tirosina fosfatasa. La
fosforilacién reversible de tirosinas en las proteinas desempefia un papel clave
en la regulacion de muchos procesos diferentes en los organismos eucariotas,

tales como el control de crecimiento, el control del ciclo celular, la
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diferenciacion, la forma y movimiento, la transcripcion genética, la transmision

sinaptica o la accion de la insulina.

Las tirosinas fosforiladas se caracterizan por vincularse a dominios
especializados de otras proteinas y dichas interacciones se utilizan para iniciar
vias de sefalizacion intracelular. Asi, la evaluacién del grado de fosforilacidén de
una proteina podria proporcionar informacion importante en la retinopatia

diabética.

En los ultimos afios, el desarrollo de la tecnologia protedbmica ha abierto un
nuevo enfoque en el estudio de las complicaciones microvasculares de la
diabetes y muchos péptidos y proteinas han aparecido como mediadores
putativos del dafio vascular. Sin embargo, las alteraciones en la expresion de
proteinas o de las cantidades de las mismas observadas en estos estudios no
implican un papel mecanicista y podrian ser una causa mas que una
consecuencia de la lesion endotelial. La fosforilacion de tirosinas es un
mecanismo generalizado subyacente a la accion de una amplia gama de
receptores de membrana diferentes, incluyendo las interleuquinas (17, 18) TNF
(19), IGF 11 (20) o el VEGF.

En la actualidad, solo podemos especular sobre el papel de la fosforilacion de
tirosinas en la modulacion de, por ejemplo, la accion de las interleuquinas. Sin
embargo, los cambios relacionados con la diabetes en el estado de
fosforilaciéon de péptidos vitreos pueden ser importantes desde un punto de
visto clinico y de investigacion, independientemente de su importancia

bioldgica especifica.
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3. INVESTIGACIONES Y RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS PUBLICADOS

3.1 Hipotesis

1.

2.

3.

La diabetes mellitus puede inducir modificaciones post-traduccionales de
determinados péptidos y proteinas angiogénicas e inflamatorias del
humor vitreo relacionados con el desarrollo de retinopatia diabética.

La fosforilacion de tirosinas podria estar implicada en el desarrollo de la
retinopatia diabética

La nitrosilacion de proteinas del humor vitreo podria estar en la base de

las alteraciones eventualmente observadas en la fosfotirosinas.

3.2 Objetivos

1.

2.

3.

4.

Estudiar la fosforilacion de tirosinas en un amplio conjunto de péptidos y
proteinas relacionadas con procesos de angiogénesis y de la
inflamacién en unas muestras de humor vitreo de pacientes diabéticos
con retinopatia

Comparar los resultados obtenidos con las muestras obtenidas de
pacientes sin retinopatia diabética.

Estudiar el estado de nitrosilacion de tirosinas de aquellos péptidos o
proteinas vitreas en los que previamente se hubieran detectado
alteraciones en las fosfoproteinas.

Comparar el estado de nitrosilacidon observado con el de muestras
obtenidas de pacientes no diabéticos.
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Resumen

El objetivo del presente estudio es evaluar el grado de fosforilacion de

proteinas vitreas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y retinopatia
diabética en comparacion con un grupo de sujetos control sin diabetes, de
sexo y edades similares.
A las muestras obtenidas durante la vitrectomia realizada por complicaciones
derivadas de la retinopatia diabética en un grupo de pacientes y a las obtenidas
en vitrectomias realizadas por agujero macular en los sujetos control, se
aplicaron técnicas de inmunoblot en un sistema de micro-array para la
cuantificacion de una amplia gama de quimioquinas, péptidos vasoactivos y
proteinas. Se utilizaron anticuerpos anti-tirosina para la evaluacién de la
fosforilacién de tirosinas y los resultados se expresaron como el porcentaje de
variacion en comparacion con sujetos de control.

Se analizaron muestras de ocho pacientes con diabetes mellitus tipo 2 y
de ocho pacientes control. La cantidad total de proteinas analizadas fue similar
en los pacientes y sujetos de control. Por el contrario, la fosfosforilacion de
tirosinas disminuy6 sensiblemente (> 20%, p< 0,05) en pacientes diabéticos
con respecto al grupo de control en el oncogén relacionado con el crecimiento,
la citoquina humana 1-309, la interleuquina IL-13, el factor estimulante de las
colonias de monocitos, la quimioquina derivada de los macrofagos, el factor de
las células madre, el factor de transformacion del crecimiento, la angiogenina y
la oncostatina M. Se observé una disminucion significativa pero moderada de la
fosforilacion (entre 20% y 40%, p< 0,05) en el péptido epitelial activador de los
neutréfilos, el factor estimulador de las colonias de los granulocitos, las
interleuquinas IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-12,IL-p40p70 y la proteina-1
inflamatoria de los macréfagos en comparacion con el grupo de control. La
mayor disminucion en el estado de fosforilacion se detecto en la IL-1a y la IL-
1B.

Podemos concluir que la retinopatia diabética se asocia a una disminucion de
la fosforilacidn de tirosinas de un amplio conjunto de proteinas del vitreo, lo que

puede indicar una alteracion del funcionalismo o de la accidén de las mismas
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to the simple determination of protein quantity, although there
is a great lack of knowledge about the effects of tyrosine
phosphorylation in peptides within the milieu of the eye.

The purpose of the present study was to evaluate tyrosine
phosphorylation of a wide array of chemokines and vasoactive
peptides by immunoblot analyses techniques applied to a mini-
array system designed to quantify these proteins in vitreous
samples obtained from patients with diabetic retinopathy and
nondiabetic control subjects.

METHODS

Patients

We selected diabetic patients with diabetic retinopathy defined by
fundus oculi performed by a specialized ophthalmologist and referred
for vitrectomy, according to accepted clinical criteria.'®> Those with
active or recent vitreous hemorrhage, previous ocular surgery, inflam-
matory ocular disease or trauma were excluded. The diagnosis of type
2 diabetes mellitus was made according to the criteria of the American
Diabetes Association.'® Demographic and clinical data, including age,
sex, and history of clinical macrovascular disease and microvascular
diabetic complications were recorded in all subjects. Blood samples
were drawn by venipuncture between 0700 and 0800 hours after an
overnight fast. Plasma glucose, total cholesterol, HDL cholesterol, and
triglycerides were measured by routine clinical chemistry immediately
after extraction. HbAlc was measured in blood samples with EDTA by
high-pressure liquid chromatography using a fully automated analyzer
(Adams Menarini HI-AUTO Alc 8160; Arkray, Kyoto, Japan) with an
interassay coefficient of variation of 1.8% and 1.5% at HbAlc levels of
4.8% and 9.0%, respectively (reference range: 4%-5.8%).

The control group included vitreous obtained from otherwise
healthy subjects with idiopathic macular hole without history of any
ocular diseases or minor pathologic conditions.

The study was approved by the local Ethics Committee, in accor-
dance with the Declaration of Helsinki and all participants gave their
written informed consent before inclusion.

Vitreous Collection

Vitreous fluid was obtained from individuals undergoing pars plana
vitrectomy in accordance with approved Human Discarded Specimen
Research Protocols from the institutional review board. Undiluted
samples were collected at the time of surgery, immediately placed on
ice, spun at 15.000g for 1 minute to remove insoluble material, and
stored at —80°C. Harvested vitreous samples were collected in tubes
(0.8-1.0 mL) by using a surgical system (Accurus; Alcon, Fort Worth,
TX). To maintain intraocular pressure, vitreous, was removed slowly
with air interchange.

Processing Vitreous Samples for Array Analysis

One hundred fifty microliters of each vitreous humor sample was
mixed immediately after thawing with 150 pL of the lysis buffer (1X
cell lysis buffer) contained in a commercial human array antibody kit
(RayBio Human Cytokine Antibody Array; RayBiotech, Inc., Norcross,
GA). Cell lysis buffer was added (1X) with 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF), 5 mM benzamidine, 10 pug/mL leupeptin, and 1 mM
Na,VO, before mixing with the vitreous humor samples. The mixture
of vitreous humor/lysis buffer was then homogenized by ultrasonica-
tion. Afterward, samples were centrifuged for 5 minutes at 5000g at
5°C and the resultant pellet was discarded. The total protein content of
the obtained supernatants was measured to guarantee the presence of
a minimum of 50 ug of total protein content per sample. Once the total
protein content of the samples was determined, the samples were
immediately used for the array analysis. Total protein content was
analyzed by the Bradford method'> with a commercial kit (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).
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Array Analysis Technique

The detection of the total content of each of the proteins analyzed was
performed after rigorous adherence to the protocol provided by the kit
used. Thus, they were incubated with the biotin-conjugated anti-cyto-
kine antibody provided in the kit. This direct protocol was followed in
16 separate samples: 8 from healthy individuals and 8 from diabetic
patients. At the same time, these 16 samples were simultaneously used
for array analysis of tyrosine phosphorylation levels to make a direct
comparison between the protein content and the tyrosine phosphor-
ylation status. Moreover, another 16 separate samples— 8 from healthy
individuals and 8 from diabetic patients—were processed to determine
only the tyrosine phosphorylation status. The proteins determined in
the commercial array used were the following: epithelial neutrophil-
activating peptide 78 (ENA 78); granulocyte colony-stimulating factor
(GCSF); granulocyte-monocyte-stimulating colony factor (GM-SCF);
growth-related oncogene (GRO); GRO-a; human cytokine I-309 (-
309); I-1e, 1B, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8, -10, -12p40p70, -13, and -15;
IFN-y; monocyte chemotactic protein (MCP)-1 -2, and -3; monocyte
colony-stimulating factor (MCSF); macrophage-derived chemokine
(MDC); monokine induced by interferon (MIG)-y; macrophage inflam-
matory protein (MIP)-1v; regulated on activation, normal T expressed
and secreted cytokine (RANTES); stem cell factor (SCF); stromal-de-
rived factor (SDF)-1; thymus- and activation-regulated chemokine
(TARC); transforming growth factor (TGF)-1; tumor necrosis factor
(TNF)-a and -B3; epidermal growth factor (EGF); insulin-like growth
factor (IGF)-1; angiogenin; oncostatin M; thrombopoietin; vascular
endothelial growth factor (VEGF); platelet-derived growth factor
(PDGF)-88; and leptin.

Tyrosine phosphorylation analysis was performed by modification
of the original protocol included in the commercial kit. For this pur-
pose, the incubation of the array membranes with the samples used
and further washing of the incubated membranes was performed
according to the protocol included in the kit. After this, samples were
incubated for 1 hour at 15°C temperature with an anti-phosphoty-
rosine antibody (PY-20; BD Transduction Laboratory, Temecula, CA)
diluted at 1/20,000 (vol/vol) in the blocking buffer provided with the
commercial kit. Thereafter, samples were washed three times, 5 min-
utes each, with the 1X wash buffer I included in the commercial Kit,
and 2 additional times for 5 minutes each, with 1X wash buffer II, also
included in the commercial kit. Samples were then incubated for 1
hour at 15°C with a goat anti-mouse IgG-HRP secondary antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) at a dilution of 1/2000
(vol/vol) in the blocking buffer provided in the commercial kit. After-
ward, samples were washed according to the manufacturer’s protocol.
Finally, the membranes were incubated for 5 minutes with a chemilu-
minescence substrate (ECL Plus; GE Healthcare, Buckinghamshire,
UK). They were then exposed to autoradiography films for 2 minutes
on average. In all cases, the quantification of the positive spots ob-
tained against a homogeneous background was performed with a
commercial system (RayBio Analysis Tool; RayBiotech, Inc.) that was
specifically designed for the analysis of the arrays used.

All chemical reagents were of analytical grade and were obtained
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), Merck (Darmstadt, Germany),
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA), and EMS (Fort Washington, PA).

Statistical Analyses

Data were analyzed with commercial software (Statistical Analysis
System for Windows; SAS Institute, Cary, NC). Data were expressed as
the mean * SD or the median and interquartile range, as appropriate.
The comparison between biochemical data was performed with non-
parametric tests. Determination of putative differences between
healthy individuals and diabetic patients was performed by applying
the GLM procedure included in the package. For an optimal applica-
tion of the statistical procedures, data were previously normalized
through an arcsin [\/x/100] transformation, x being the transformed
data. Differences were considered as significant with P < 0.05.
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RESULTS

We included eight vitreous samples from eight male patients
with type 2 diabetes and eight samples from eight male control
subjects of a similar age (57 £ 8 vs. 57 = 9 years; P = NS). The
mean duration of diabetes was 15 * 8.4 years. Diabetic pa-
tients presented proliferative diabetic retinopathy with signif-
icant macular edema in two. With respect to diabetic compli-
cations, 16% presented diabetic nephropathy, 11%
cardiovascular and/or peripheral vascular disease, and 5% poly-
neuropathy. All the patients were treated with two doses of
premixed insulin without oral hypoglycemic drugs and re-
ceived similar doses of statin, aspirin, and ramipril. Blood
glucose and HbA1 were increased in diabetic patients with
respect to the control, as expected (187 £ 69 mg/dL vs. 91 =
7 mg/dL, P < 0.05; 8.4 = 1.8 vs. 4.6 = 0.3%, P < 0.05;
respectively). No significant differences were observed in cho-
lesterol (201 = 30 mg/dL vs. 191 = 48 mg/dL; P = NS),
HDL-cholesterol (54 = 12 mg/dL vs. 53 = 11 mg/dL; P = NS),
or triglycerides (132 [81-155] mg/dL vs. 122 [75-140] mg/dL,;
P = NS)), between patients and control subjects.

Presence of Interleukins and Other Cytokines in
the Vitreous Humor of Healthy Individuals and
Diabetic Patients

Simple array analysis showed the presence of a wide array of
interleukins and other cytokines in the vitreous humors of
healthy men. Notwithstanding, there was a great variation in
the amount of each of these proteins. Thus, we performed an
arbitrary classification of these proteins according to their
mean intensity marks on the arrays when evaluated against the
background. This classification was performed after the analy-
sis of eight arrays from eight healthy individuals. After this
classification, the proteins were classified as follows:

1. Proteins without any significant presence: IL-1a, IL-£,
and leptin did not show any significant mark in any of
the arrays used.

Proteins with low presence: ENA-78; GCSF; GM-SCF;
GRO; GRO-a; 1-309; IL-3, -6, -7, -10, -12p40p70, -15;
IFN-y; MCP-2, -3; MCSF; MDC; MIG; RANTES; SCF; SDF-1;
TARC; TGF-B; TNF-a and -; angiogenin; oncostatin M;
thrombopoietin; VEGF; and PDGF-88 showed an inten-
sity mark below 10% over the background.

Proteins with medium presence: IL-5, -8, and IL-13;
MCP-1; MIP-1v; and IGF-1 showed an intensity mark
between 10% and 30% over the background.

Proteins with high presence: IL-2 and -4 and EGF showed
a mean intensity mark above 30% over the background.

Diabetic patients showed no significant differences with
respect to the control group in the expression and presence of
any of the proteins tested in the vitreous humor as shown in
the analysis of eight arrays from separate diabetic patients
compared with eight arrays from eight healthy individuals.

Tyrosine Phosphorylation Status of Interleukins
and Other Immunomodulating Proteins in the
Vitreous Humor of Healthy Individuals and
Diabetic Patients

Analysis of the tyrosine phosphorylation from the proteins
included in the arrays used showed the presence of the many
phosphorylated interleukins and other cytokines in the vitre-
ous humors of healthy men. On the other hand, and similar to
that observed regarding protein content, there was a great
variation in the amount of tyrosine phosphorylation of each of
these proteins. Accordingly, we again performed an arbitrary
classification of these phosphorylated proteins related to their
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mean intensity marks on the arrays when evaluated against the
background. This classification was performed after the analy-
sis of eight arrays from eight healthy individuals. After this
classification, proteins were classified as follows:

1. Proteins with no significant phosphorylation: These pro-
teins did not show any significant mark in any of the
arrays used. Only leptin did not show any signal of
phosphorylation.

Proteins with low tyrosine phosphorylation levels:
GRO-q; I1-2, -4, and IL-15; IFN-y; MCP-2; SDF-1; TARC;
TNF-B; EGF; thrombopoietin; VEGF; and PDGF 88
showed an intensity mark below 30% over the back-
ground.

Proteins with medium tyrosine phosphorylation levels:
GRO; 1-309; 1L-3, -5, -6, and -13; MCP-1; MCP-3; MCSF;
MDC; MIG; SCF; TNF-«; IGF-1; angiogenin; and oncosta-
tin M showed an intensity mark between 30% and 60%
over the background.

Proteins with high tyrosine phosphorylation levels: IL-
la, -1B, -7, -8, -10, and -12p40p70; MIP-1y; RANTES; and
TGF-B1 showed an intensity mark above 60% over the
background.

Vitreous from diabetic patients presented striking changes
in the tyrosine phosphorylation patterns of the proteins stud-
ied. As shown in Table 1, diabetic patients showed a significant
(P < 0.05) decrease in the intensity of tyrosine phosphoryla-
tion of many of the proteins analyzed with variations in the
intensity of this decrease. Thus, proteins such as GRO, I-309,
IL-13, MCSF, MDC, SCF, TGF-B1, angiogenin, and oncostatin M
demonstrated a significant (P < 0.05) decrease below 20%
when compared with arrays form healthy individuals. More-
over, ENA-78; GCSF; GM-SCF; IL-5, -6, -7, -8, -10, and
-12p40p70; MIG; MIP-1y; and RANTES showed a significant
(P < 0.05) decrease of between 20% to 40% in phosphoryla-
tion when compared with healthy individuals. Finally, both
IL-1a and -1 3 showed the greatest decrease in phosphorylation
status, reaching values of 54.8% * 3.3% (mean *= SEM) for of
IL-1a and 49.9% *= 3.3% (mean £ SEM) for IL-18 when com-
pared with arrays from healthy individuals. In all the cases,
tyrosine phosphorylation values of their respective control
proteins from healthy individuals were adjusted to an arbitrary
value of 100.0. There were no significant changes in diabetic
patients in tyrosine phosphorylation of GRO-¢; IL-2, -3, -4, and
IL-15; IFN-y; MCP-1; MCP-2 and -3; SDF-1; TARC; TNF-« and -f3;
EGF; IGF-1; thrombopoietin; VEGF; and PDGF-88. These results
were also obtained in samples in which a simultaneous analysis
of the total content for each protein was performed, thus
indicating that the observed decrease in tyrosine phosphoryla-
tion was not due to a concomitant decrease in the total content
of the proteins evaluated.

DISCUSSION

In our study, diabetic retinopathy was associated with a gen-
eral decrease in the tyrosine phosphorylation status of angio-
genic and inflammatory elements present in the vitreous fluid.
In recent years, the development of proteome technology has
opened a new approach to study microvascular diabetic com-
plications,'® and many peptides and proteins have been
emerged as putative mediators of vascular damage.'® However,
the alterations in protein expression or quantity observed in
these studies do not implicate a mechanistic role and may not
be a cause but rather a consequence of the endothelial lesion.
With the same caveats, our study could provide one more step
in the comprehension of diabetic retinopathy, since the ty-
rosine phosphorylation status of many peptides and proteins is
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TaBLE 1. Comparison between Tyrosine Phosphorylation Intensity
Values of Peptides and Proteins in Type 2 Diabetes Vitreous Fluid
Samples versus Control Samples

Healthy Individuals Diabetic Patients

Proteins n =8 n=8)
ENA-78 100.0 = 3.0 61.3 = 20"
GCSF 100.0 = 2.4 68.2 = 2.1*
GM-SCF 100.0 = 3.9 63.4 = 2.4*
GRO 100.0 = 2.3 81.2 * 3.4*
GRO-« 100.0 = 3.8 103.8 = 3.1
1-309 100.0 = 4.0 86.3 = 4.0*
IL-1a 100.0 = 3.2 54.8 + 3.3*
1-1B8 100.0 = 4.1 49.9 = 3.3*
1L-2 100.0 = 3.1 973 *25
IL-3 100.0 + 4.2 90.6 = 3.7
14 100.0 = 4.3 88.9 = 4.2
1L-5 100.0 = 3.1 75:3 & 2:8*
1L-6 100.0 = 2.3 68.0 = 2.4*
1L-7 100.0 = 1.6 621 = 2.1*
IL-8 100.0 = 1.7 72.8 £ 2.8*
IL-10 100.0 = 1.4 76.2 = 3.2*
1L-12p40p70 100.0 = 1.9 778 £ 35"
IL-13 100.0 = 4.0 84.9 *+ 3.6*
IL-15 100.0 = 4.1 99.8 = 4.6
IFN-y 100.0 = 3.3 107.8 £ 59
MCP-1 100.0 = 2.1 105.3 £ 5.8
MCP-2 100.0 = 2.6 99.2 = 4.2
MCP-3 100.0 = 1.5 96.9 = 4.2
MCSF 100.0 = 1.3 83.8 = 3.6*
MDC 100.0 = 1.4 81.3 = 4.6*
MIG 100.0 = 3.2 74.0 + 2.9*
MIP-1vy 100.0 = 2.9 7 & 5:6°
RANTES 100.0 = 2.1 77.6 = 3.6*
SCF 100.0 = 2.4 81.6 = 3.6*
SDF-1 100.0 = 2.9 94.5*+ 3.9
TARC 100.0 = 4.3 96.3 = 3.8
TGF-B1 100.0 = 3.9 849 = 4.8*
TNF-« 100.0 = 4.1 90.1 £ 4.7
TNF- 100.0 = 4.5 109.0 = 4.2
EGF 100.0 = 3.2 91.6 = 4.5
IGF-1 100.0 = 3.7 90-3 =54
Angiogenin 100.0 = 2.1 86.8 = 3.4*
Oncostatin M 100.0 = 2.6 82.5 = 3.5*
Thrombopoietin 100.0 = 4.8 98.5 = 4.1
VEGF 100.0 = 3.7 98.6 = 3.9
PDGF-88 100.0 + 3.6 103.8 = 4.0

Results shown are means = SEM. Results are expressed based on
an adjustment of the results from healthy patients to an arbitrary, basal
value of 100.0 in each protein.

* P < 0.05 type 2 diabetic patients versus control group.

directly linked to its function. In this way, tyrosine phosphor-
ylation is a widespread mechanism underlying the action of a
broad range of different membrane receptors, including most
of the peptides analyzed in this study, such as interleukins,'”'®
TNF,' IGF I1,*° or VEGF.?! However, to our knowledge, there
is a lack of literature regarding tyrosine phosphorylation of the
peptides and proteins studied, despite that their structure,
such as that of the interleukin family, showing different ty-
rosine residues that are susceptible to phosphorylation.?**?
Only in some of the peptides analyzed such as angiogenin, has
the presence of phosphorylated tyrosine residues been previ-
ously described,** and this change in phosphorylation status
could lead to changes in the specific activity of angiogenin. At
present, we can only speculate about the role of tyrosine
phosphorylation in modulating, for example, interleukin ac-
tion. However, the diabetes-linked changes observed in the
phosphorylation status of the peptides analyzed in our study
may be important from a clinical and research point of view,
regardless of their specific biological significance.
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It is noteworthy that the decrease observed in the overall
tyrosine phosphorylation of the peptides studied was not as-
sociated with significant changes in the total protein content of
most of the proteins evaluated. However, results published by
other authors indicate that diabetic retinopathy can be associ-
ated with changes in the total content of many of the peptides
analyzed in vitreous humor, such as interferon-induced protein
(IP)-10; MCP-1; VEGF; TNFq; IL-1B, -6, and -8; and even lep-
tin.?>73* A possible explanation for these differences could be
related to the fact that our study was performed using labora-
tory technology that is unable to detect smaller changes in total
protein content than those used by the previously reported
works and by the statistical power of the number of samples.
However, it should be pointed out that, despite these short-
comings, an overall decrease in tyrosine phosphorylation status
was detected. From a practical point of view, these results
demonstrate that changes in the tyrosine phosphorylation sta-
tus of these peptides can be detected even in conditions in
which no changes in the total protein content were observed,
thus, yielding a new approach to detect functional alterations
in the vitreous humor components that can be detected in
conditions in which variations of total protein content are not
appreciated. These results indicate that analysis of changes in
tyrosine phosphorylation vitreous humor peptides could be a
sensitive biomarker of the presence of ocular alterations re-
lated to diabetic retinopathy.

Our results lead to a discussion of the probable cause(s) by
which the diverse analyzed peptides demonstrate a decrease in
their tyrosine phosphorylation status. In view of our data, there
are at least two hypothetical explanations. The first would be
a diabetes-related malfunction in the phosphodephosphoryla-
tion mechanisms in cells that synthesize and secrete these
peptides. Phosphodephosphorylation of tyrosine residues is a
posttranscriptional phenomenon, which is always performed
through a whole battery of separate protein kinases and phos-
phatases under an intracellular basis.'> The presence of
changes in the tyrosine phosphorylation status of peptides
present in an extracellular milieu, such as the vitreous humor,
would indicate that some alteration in the functioning of these
protein kinases and phosphatases occurs in the cells producing
and secreting the peptides analyzed. In fact, a relationship has
already been described between diabetes and alteration of
phosphodephosphorylation mechanisms in metabolic path-
ways. Thus, it is well known that diabetes alters not only the
basal activity but also the insulin-stimulated activation of sev-
eral important tyrosine kinases such as Akt and glycogen syn-
thase kinase (GSK)-3.>% These alterations induce concomitant
modifications in the normal functioning of most of the meta-
bolic pathways controlled by these kinases.

Another possible explanation for the decrease observed in
tyrosine phosphorylation status is a reduction in phosphory-
lated residues by nitration, related to the well-documented
excess of peroxynitrites in the milieu of the eye in diabetes.®”
In this regard, it has been described that diabetes induces
retinal degeneration through a peroxynitrite-mediated inhibi-
tion in the signaling of the nerve growth factor (NGF).>> This
effect is mediated by a decreased phosphorylation of the NGF
tyrosine kinase receptor, which prevents the normal signaling
of NGF in retinal cells.*>*® Thus, the overall decrease on
tyrosine phosphorylation observed could be the consequence
of the presence of high levels of superoxide radicals and
peroxynitrites, affecting the final signaling of these phosphor-
ylated peptides in their target cells. Our study was not de-
signed to investigate the physiopathological mechanisms of
protein phosphodephosphorylation, because we did not know
the phosphorylation status of vitreous proteins in diabetes
mellitus in advance. Future experiments are being designed to
address this question.
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In conclusion, our results indicate that diabetic retinopathy
involves changes in the tyrosine phosphorylation status of
many angiogenic and inflaimmatory elements present in the
vitreous fluid. Further research on this topic could provide
additional understanding of the pathologic mechanisms of di-
abetic retinopathy.
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Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar simultaneamente el estado de nitrosilacion y
fosforilaciéon de tirosinas de interleuquinas del vitreo de pacientes con
retinopatia diabética en las que previamente se detecté una anormalidad de la
fosforilacion de tirosinas.

Se realizé inmunoprecipitacion especifica de las interleuquinas IL-1q, IL-
18, IL-2 e IL-7 en muestras obtenidas mediante vitrectomia realizada por
retinopatia diabética proliferativa en pacientes (n = 12) y por agujero macular
en controles (n = 12). Los niveles de nitrosilacion y fosforilacion de tirosinas se
analizaron por Western blot con los respectivos anticuerpos especificos y se
correlacionaron ente si y con la cantidad total de proteina de las interleuquinas
inmunoprecipitadas. Se determinaron los valores medios de la relacidon
fosforilacién/nitrosilacion de estas proteinas en el humor vitreo del grupo de
control y de los pacientes diabéticos.

La diabetes se asocié a una disminucion de la nitrosilacion de tirosinas
de IL-1a, IL-1B8 y IL-7 y a un aumento de la relacion fosforilacion/nitrosilacion de
tirosinas con respecto a los controles en la IL-1a (1,58 + 0,22 vs. 2,74 £+ 0,39,
respectivamente; p < 0,05) y en la IL-7 (2,15 + 0.01 vs. 3.26 + 0,57,
respectivamente; p < 0,05). No se observaron cambios significativos en la
nitrosilacion de tirosinas o en la relacidn fosforilacion/nitrosilacion de tirosinas

en la IL-2.

Ante estos resultados se puede concluir que la retinopatia diabética
proliferativa se asocia con cambios concomitantes y simultdneos en la
fosforilaciéon y nitrosilacion de tirosinas de interleuquinas proinflamatorias
especificas presentes en el humor vitreo como son la IL-1a, la IL-1B y la IL-7.
Estos cambios podrian estar relacionados con el aumento de la actividad

proinflamatoria detectado en la retinopatia inducida por la diabetes
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Abstract

Objective: To simultaneously evaluate tyrosine nitrosylation
and phosphorylation levels of vitreous interleukins of pa-
tients with diabetic retinopathy, in which abnormal tyrosine
phosphorylation has been previously described. Research
Design and Methods: Specific immunoprecipitation of in-
terleukins IL-1a, IL-1B, IL-2 and IL-7 was carried out in samples
obtained during vitrectomy performed for proliferative dia-
betic retinopathy in patients (n = 12) and for macular hole in
controls (n = 12). Tyrosine nitrosylation and phosphorylation
levels of the immunoprecipitated interleukins were analysed
by Western blot with the respective specific antibodies and
correlated. The results were also correlated with the total
amount of immunoprecipitated interleukin protein. The
mean phosphorylation/nitrosylation ratios of these proteins
in vitreous humour of both the control group and diabetic

patients were determined. Results: Diabetes was associated
with decreased tyrosine nitrosylation of IL-1e, IL-18 and IL-7
and an increased tyrosine phosphorylation/nitrosylation ra-
tio with respect to controls in IL-1a (1.58 £ 0.22 vs. 2.74 *+
0.39, respectively; p < 0.05) and IL-7 (2.15 = 0.01 vs.3.26 =
0.57, respectively; p < 0.05). No significant changes were ob-
served in nitrotyrosine or in the tyrosine phosphorylation/
nitrosylation ratio of IL-2. Conclusions: Proliferative diabetic
retinopathy is associated with concomitant and simultane-
ous changes in both tyrosine phosphorylation and tyrosine
nitrosylation status of specific pro-inflammatory interleu-
kins present in the vitreous fluid such as IL-1e, IL-1B and
IL-7. These changes could be related to the increase in
pro-inflammatory activity detected in diabetes-induced ret-
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Introduction

Diabetic retinopathy occurs in about 95% of patients
with type 1 diabetes and in 60% of type 2 diabetic pa-
tients, and is the main cause of legal blindness in adults
[1]. Although the major risk factors are hyperglycaemia,
high blood pressure levels and long-term duration of di-
abetes [2], the molecular mechanisms involved in the on-
set and progression of retinal damage remain unclear.
Previous studies have demonstrated that hypoxia-in-
duced inflammation plays an important role in the de-
generation of retinal capillaries in the diabetic state [3,
4]. In this sense, increased levels of inflammatory me-
diators such as tumour necrosis factor, interleukins and
others have been described in the vitreous humour of
diabetic patients with diabetic retinopathy [5]. We have
recently reported modifications in the phosphorylation
status of many vitreous inflammatory and angiogenic
proteins from diabetic patients without changes in pro-
tein concentrations (mainly in IL-la and IL-1B) [6],
which may indicate an alteration in protein functionality
or action even before or in the absence of significant
quantitative variations. Post-translational protein modi-
fications such as tyrosine phosphorylation play a key role
in regulating many different processes in organisms and
may be involved in the pathogenesis of diabetic retinop-
athy [7]. As protein tyrosine nitrosylation alters the
structure and function of proteins and may prevent ty-
rosine phosphorylation [8], the investigation of nitro-
sylation status in proteins with decreased tyrosine
phosphorylation is of interest. It is of note that protein
tyrosine nitrosylation is a common post-translational
modification occurring under conditions of oxidative
stress in a number of diseases [9]. Since diabetes is a state
of oxidative stress [10, 11], protein tyrosine nitrosylation
could have important implications for the pathogenesis
of diabetic retinopathy [12]. In this sense, nitric oxide
and nitric oxide-related reactive nitrogen species are im-
portant inflammatory mediators [13], and increased
production of superoxide and nitric oxide have been re-
ported in diabetic retina [14]. Thus, it is not clear wheth-
er the changes described in the tyrosine phosphorylation
levels of specific proteins such as interleukins in diabetes
are a consequence of intrinsic alterations in phosphory-
lation or a consequence of the increased nitrosylation in-
duced by oxidative stress.

The main aim of the present study was to evaluate the
relative amount of tyrosine nitrosylation and tyrosine
phosphorylation levels of vitreous interleukins that pre-
viously showed marked (IL-1a and IL-1{3), moderate (IL-
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7) and no modification (IL-2) in phosphorylation status
[6] by immunodetection in vitreous samples obtained
from patients with diabetic proliferative retinopathy and
non-diabetic controls.

Subjects and Methods

Patients

We consecutively selected type 2 diabetic patients with dia-
betic proliferative retinopathy defined by fundus oculi performed
by a specialized ophthalmologist and referred to vitrectomy ac-
cording to accepted clinical criteria [15]. The diagnosis of type 2
diabetes mellitus was made in accordance with the criteria of the
American Diabetes Association [16]. Patients with active or recent
vitreous haemorrhage, previous ocular surgery, inflammatory
ocular disease or trauma were excluded. Demographic and clini-
cal data, including age, sex and history of clinical macrovascular
disease and microvascular diabetic complications of the subjects
were recorded. Blood samples were drawn by venepuncture be-
tween 07:00 and 08:00 h after an overnight fast. Plasma glucose,
total cholesterol, HDL cholesterol and triglycerides were mea-
sured by routine clinical chemistry immediately after extraction.
HbA1c was measured in blood samples with EDTA by high-pres-
sure liquid chromatography using a fully automated Adams Me-
narini HI-AUTO® Alc 8160 analyser manufactured by Arkray
(Kyoto, Japan) with an inter-assay coefficient of variation of 1.8
and 1.5% at HbAlc levels of 4.8 and 9.0%, respectively (reference
range: 4-5.8%).

Vitreous samples obtained from otherwise healthy subjects
with idiopathic macular hole without a history of any ocular dis-
ease or minor pathologic conditions served as the control group.

The study was approved by the local Ethics Committee in ac-
cordance with the Declaration of Helsinki, and all participants
gave their written informed consent prior to inclusion.

Vitreous Fluid Collection

Vitreous fluid was obtained from individuals undergoing pars
plana vitrectomy according to approved Human Discarded Spec-
imen Research Protocols from the institutional review board. Un-
diluted samples were collected at the time of surgery, immedi-
ately placed on ice, spun at 15,000 g for 1 min to remove insoluble
material and stored at -80°C. Harvested vitreous samples were
collected in tubes (0.8-1.0 ml) using an Accurus® Surgical System
(Alcon, Fort Worth, Tex., USA). In order to maintain intra-ocular
pressure, vitreous was removed slowly with air interchange.

Processing Vitreous Humour Samples for Specific

Immunoprecipitation and Subsequent Western Blot Analysis

After thawing, the samples were immediately diluted to a final
volume of 1 ml with an ice-cold 10 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4)
containing 600 mM sucrose, 10 pg/mlleupeptin, 1 mM benzami-
dine, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride and 1 M Na,VO, (ly-
sis buffer). The samples were homogenised by ultrasonication, in-
cubated with 40 pg/ml DNAase-1 for 2 h at 15°C and were then
centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4°C in order to eliminate
debris. Afterwards, the samples were divided into two aliquots of
500 pl in order to perform the immunoprecipitation of two sepa-
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rate interleukins per sample. Thereafter, 12.5 w1 of a commercial
presentation of Protein G-Sepharose (Protein G Sepharose 4 Fast
Flow; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) diluted
in lysis buffer (dilution 1:1, v:v) was added to each aliquot and
samples were incubated for 1 h at 4°C with continuous shaking.
The samples were then centrifuged at 12,000 g for 10 min at 4°C
and the resultant pellet was discarded. The chosen specific an-
tibodies against one of the interleukins analysed (final dilution,
1:150) were then added to the supernatants obtained and the sam-
ples were incubated with the antibody for 1 h at 4°C with con-
tinuous shaking. Next, 30 ul of the previously described commer-
cial presentation of Protein G-Sepharose diluted 1:1 (v:v) in lysis
buffer was added to the samples and incubation was maintained
for 1 h at 4°C with continuous shaking. Subsequently, samples
were divided into two aliquots of the same volume in order to per-
form the analysis for phosphotyrosine in one aliquot and the anal-
ysis for nitrotyrosine in the other. Aliquots were again centri-
fuged at 12,000 g for 10 min at 4°C. The pellets obtained were
resuspended in 1 ml of lysis buffer and thereafter centrifuged at
12,000 g for 10 min at 4°C. The supernatants were discarded, and
the pellets were subjected to two more steps of resuspension/cen-
trifugation in order to completely wash the immunoprecipitates.
The final pellets were resuspended in 1 ml of 50 mM Tris buffer
(pH 8.0) at 4°C and another centrifugation at 12,000 g for 10 min
at4°C was carried out. The pellets were finally resuspended in 20
plof 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) added to 100 mM dithiotrei-
tol and 1% (w:v) sodium dodecyl sulphate. At this step, the sam-
ples were heated at 95°C for 3 min and were subsequently centri-
fuged at 12,000 g for 10 min at 4°C. The supernatants obtained
were stored at -80°C until Western blot analysis.

Western blot analysis was carried out following the standard
protocol of transferring the sodium dodecyl sulphate-polyacryl-
amide gel electrophoresis (polyacrylamide gel percentage of 10%,
w:v) to nitrocellulose membranes. The transferred samples were
tested by applying either an anti-phosphotyrosine antibody
(Chemicon International, Temecula, Calif., USA) or an anti-ni-
trotyrosine antibody (Abcam, Cambridge, UK) at final dilutions
of 1:1,000 (v/v) and 1:1,400 (v/v), respectively. Immunoreactive
proteins were detected using peroxidase-conjugated anti-rabbit
secondary antibody (Amersham, UK). The reaction was devel-
oped with an ECL-Plus detection system (Amersham). After this,
the nitrocellulose membranes were stripped using a standard
protocol and were subsequently utilized for a new Western blot
analysis, this time against one of the interleukins analysed using
the appropriate specific primary antibody (all from Abcam at a
final dilution of 1:1,000 v/v). Again, immunoreactive proteins
were detected using peroxidase-conjugated secondary antibod-
ies specified to each primary antibody (Amersham). The reaction
was developed with an ECL-Plus detection system (Amersham).
The intensity of the marks obtained was quantified using spe-
cific software for image analysis of blots and arrays (Multi
Gauge® v3.0; Fujifilm Europe, Diisseldorf, Germany), in which
the background, defined as the surrounding area of the bands
analysed of a 1 mm width, was utilized to adjust the intensity
values of the bands analysed in all of the samples. The adjustment
of the intensities of each band was calculated applying the follow-
ing formula: (P-NI/BP-NI)/(ILI/BI), where P-NI is the intensity
value (in arbitrary units) obtained from the phosphotyrosine or
nitrotyrosine band, BP-NI is the intensity of the corresponding
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background of the phosphotyrosine or nitrotyrosine band anal-
ysed, ILI is the intensity value obtained from the specific inter-
leukin band and BI is the intensity of the corresponding back-
ground of the interleukin band analysed. The adjusted phospho-
tyrosine/nitrotyrosine relationship was calculated applying the
following formula: (PI/B-PI)/(NI/BNI), where PI is the value (in
arbitrary units) obtained from the phosphotyrosine band, BPT is
the intensity of the corresponding background of the phospho-
tyrosine band analysed, NI is the intensity value obtained from
the corresponding nitrotyrosine interleukin band and BNI is the
intensity of the corresponding background of the nitrotyrosine
band analysed.

Finally, there were two separate types of negative controls. The
first was lysis buffer without samples that were treated with the
immunoprecipitating antibodies. The second negative control
was performed with samples treated with Protein G-Sepharose
but without the addition of the immunoprecipitating antibody in
order to discard putative unspecific precipitation of proteins that
could be fixed to the Protein G-Sepharose beads.

Statistical Analyses

Data were analysed using the Statistical Analysis System (SAS
Inc., Cary, N.C., USA) package for Windows. Data were expressed
as means and standard deviation or median and interquartile
range, as needed. Comparison between biochemical data was per-
formed with non-parametric tests. Differences between healthy
individuals and diabetic patients were tested by applying the GLM
procedure included in the SAS package. For an optimal applica-
tion of the statistical procedures, data were previously normalized
through an In transformation, x being the transformed data. Dif-
ferences were considered significant at p < 0.05.

Results

We included 12 vitreous samples from 12 type 2 dia-
betic patients (50% women) and 12 vitreous samples
from 12 controls (50% women) with a similar age (64 *
14 vs. 60 £ 11 years, respectively; p>0.05). The duration
of diabetes was 16 £ 9 years. All patients presented pro-
liferative diabetic retinopathy, 22% presented diabetic
nephropathy (microalbuminuria with normal serum
creatinine), 10% cardiovascular and/or peripheral vas-
cular disease and 6% polyneuropathy. All the patients
were treated with insulin, simvastatin, ramipril and as-
pirin at similar doses. Diabetic patients and controls
showed similar systolic [124 = 5 vs. 120 £ 7 mm Hg,
respectively (p > 0.05)] and diastolic blood pressure [67
+ 4vs. 71 = 6 mm Hg, respectively (p > 0.05)]. As ex-
pected, blood glucose and HbA1 were increased in dia-
betic patients with respect to the control group [137 *
63 vs.94 * 7 mg/dl (p <0.05) and 74 * 1.7 vs. 4.7 *
0.6% (p < 0.05), respectively]. No significant differences
were observed in total cholesterol (199 * 41 vs. 192 *+
47 mg/dl), HDL cholesterol (56 = 10 vs. 55 £ 11 mg/dl)

Ophthalmic Res 2011;46:169-174 171



Table 1. Mean £ SD values of phosphotyrosine and nitrotyrosine in the vitreous fluid interleukins IL-18, IL-7, IL-1a and IL-2 from

12 diabetic patients (DM) and 12 non-diabetic controls

IL-1B IL-7 IL1-a IL-2

control DM control DM control DM control DM
Phosphotyrosine/
interleukin ratio 1.66+0.29 1.56%+0.20 200%£0.12 0.87x0.01* 1.89%0.31 1.44%£0.19* 1.54+0.25 1.12%0.18
Nitrotyrosine/
interleukin ratio 1.42%+0.05 0.92%+0.10*% 0.98+0.05 0.52%0.04* 1.37%£0.07 0.91%0.02% 0.10+0.01 0.09%0.01
Phosphotyrosine/
nitrotyrosine ratio 2.01x0.25 2.21%0.03 2.15%£0.01 3.26%0.57% 1.58%+0.22 2.74%+0.39% 14.72%£8.03 13.79%£9.91

* p < 0.05 with respect to control group.

or triglycerides [141 (67-145) vs. 132 (78-151) mg/dl] be- Discussion

tween patients and non-diabetic control subjects (p >
0.05 in all cases).

Tyrosine Phosphorylation and Nitrosylation of

Interleukins from Vitreous Fluid

As shown in table 1, IL-1B isolated from vitreous fluid
from diabetic patients showed a significant decrease in
the nitrotyrosine/interleukin ratio mark. IL-1(3 phospho-
tyrosine/nitrotyrosine ratio was increased in the diabetic
group but without significant differences with respect to
the control group. Vitreous IL-7 from diabetic patients
showed a significant decrease in the mean values of both
tyrosine phosphorylation/interleukin and nitrosylation/
interleukin ratios compared to controls. The more in-
tense decrease in nitrotyrosine/interleukin ratio com-
pared to the phosphotyrosine/interleukin ratio led to a
significant increase in the mean IL-7 phosphotyrosine/
nitrotyrosine ratio in diabetic patients with respect to the
control group (3.26 * 0.57 vs. 2.15 £ 0.01, respectively;
p <0.05).

The results obtained in IL-1a were similar to those ob-
tained in IL-1f and IL-7 (table 1). Thus, decreased phos-
photyrosine/interleukin and nitrotyrosine/interleukin
ratios were found in samples obtained from diabetic pa-
tients as well as a significant increase in the phosphoty-
rosine/nitrotyrosine ratio (1.58 £ 0.22 in non-diabetic
controls vs. 2.74 % 0.39 in diabetic patients; p < 0.05).

Remarkably, no significant differences were observed
in IL-2 phosphotyrosine/interleukin, nitrotyrosine/in-
terleukin or in phosphotyrosine/nitrotyrosine ratios in
samples obtained from diabetic patients with respect to
the control group (table 1).
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The present results indicate that the observed and pre-
viously described decrease in tyrosine phosphorylation
levels in vitreous humour interleukins IL-1a, IL-18 and
IL-7 in diabetic patients is associated with a concomitant
decrease in the tyrosine nitrosylation status of these in-
terleukins. This suggests that tyrosine nitrosylation,
which may compete with tyrosine phosphorylation, is not
responsible for the diabetes-related decreased phospho-
tyrosine levels of several specific vitreous humour inter-
leukins. This is of interest since retinal abnormalities in
diabetic retinopathy have been related to cytokine-linked
inflammatory mechanisms [17, 18] that include increased
production of pro-inflammatory cytokines, increased
vascular permeability and leukostasis [19]. To our knowl-
edge, there are few data on the modulation of cytokine
activity through changes in phosphorylation/nitrosyl-
ation levels in diabetic retinopathy, although this mecha-
nism has been well defined in other proteins [7, 20]. As
the activity of at least some interleukins can be modified
by phospho/dephosphorylation, the previously described
changes in phosphorylation levels of vitreous interleu-
kins such as IL-1a and IL-1( related to diabetes [6] could
be due to interleukin nitrosylation, which, in turn, could
modify the activity of these cytokines and compete with
phosphorylation. Biological nitrosylation of protein tyro-
sine is a phenomenon that is associated with a wide range
of pathological conditions, including ocular inflamma-
tion [21], and protein nitrosylation is a post-translational
modification biomarker of oxidative stress [22]. At pres-
ent, the role of nitrosative stress and peroxynitrite in the
pathogenesis of diabetic micro- and macrovascular com-
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plications is under active investigation [23, 24], and the
evidence for protein nitrosylation in vivo is solid [9], al-
though there is some discussion as to the main nitrating
mechanism involved [25]. Increased nitrosative stress has
been suggested in diabetic retinopathy in animal models
[26, 27], but to our knowledge few data are available in
humans. Regarding our results, the decrease in nitroty-
rosine observed in diabetic vitreous fluid seems to be in
opposition to the evidence for nitrosative stress in dia-
betic retinopathy [28]. However, previous investigations
have suggested that nitrosylation reduces the function of
pro-inflammatory cytokines such as IL-8 [29] and en-
hances the effect of the anti-inflammatory cytokine IL-10
[30]. AsIL-7 isa multipotent growth factor known to pro-
vide survival signals for T cells [31], and IL-1ac and IL-3
are pro-inflammatory cytokines that play an important
role in the development of diabetes-induced retinal pa-
thology [4], it can be hypothesized that alterations in
their nitrosative status could increase their inflammatory
activity.

Nonetheless, to establish whether nitrosylation of in-
terleukins or other proteins is responsible for the specific
pathologic features of diabetic retinopathy or is an epi-
phenomenon is somewhat more difficult. From our re-
sults we cannot infer a mechanistic role and they do not
allow a more in-depth explanation regarding the precise
mechanisms involved in this concomitant effect of both
tyrosine nitration and tyrosine phosphorylation. How-
ever, the functions of nitrotyrosine-containing proteins
such as interleukins and others may be susceptible to
modulation by nitrosylation [12], and could have biologi-
cal significance in diabetic retinopathy. Thus, it is impor-
tant to remark that not all of the interleukins studied
show diabetes-related changes in their nitrosylation sta-
tus. IL-2 did not show significant differences in the in-
tensity of either nitrotyrosine or phosphotyrosine levels
when comparing control and diabetic samples [6], there-
by suggesting that the diabetes-linked changes in both
nitrotyrosine and phosphotyrosine levels are not unique-
ly related to a structural similarity of all interleukins
since in this case the changes observed would be similar
in all of the cytokines studied. Furthermore, these differ-
ences also indicate that separate interleukins may modify
their action separately in the diabetic state provided that
the modifications in the nitrosylation/phosphorylation
levels can be related to changes in the actions of these
peptides.

The present study did not include subjects with diabe-
tes without retinopathy or subjects with underlying dia-
betic retinopathy for ethical reasons because vitrectomy
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is not usually performed in early phases of retinopathy.
Thus, to clarify whether decreased nitration of the stud-
ied vitreous interleukins is a marker of diabetes, diabetic
retinopathy in general, or proliferative diabetic retinopa-
thy, further in vitro experiments are needed in order to
establish the possible actions of the different interleukins
depending upon the levels of nitrosylation and phosphor-
ylation.

In conclusion, our results show that diabetic retinopa-
thy involves concomitant and correlated changes in both
tyrosine phosphorylation and tyrosine nitrosylation sta-
tus of specific pro-inflammatory interleukins present in
vitreous fluid. These changes could be related to the in-
crease in inflammatory activity detected in diabetes-
induced retinopathy [17, 32]. Further studies regarding
structural and functional changes in different interleu-
kins designed to explore the effect of the activation or
inhibition of nitrosylation could provide additional, im-
portant understanding of the pathological mechanisms
of diabetic retinopathy.
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4. CONCLUSIONES

1. La retinopatia diabética se asocia con alteraciones del estado de
fosforilaciéon de tirosinas de proteinas inflamatorias del grupo de las
interleuquinas, lo que podria estar en la base fisiopatoldégica de la
afectacion retiniana.

2. La nitrosilacion de tirosinas no es la causa de las modificaciones en la
fosforilacion.

3. Las alteraciones de la nitrosilacion de interleuquinas es una modificacion
post-traduccional que también podria tener una implicacién en la
etiopatogenia de la retinopatia diabética.

4. Los mecanismos de fosfo-defosforilacion y de nitro-denitrosilacion
podrian ser dianas terapéuticas en un futuro.

5. Estos hallazgos abren una via de investigacién futura que podria
basarse en la creacidn de modelos experimentales en los que se
evaluara los efectos que la modificacion de los mecanismos de
fosfo/nitrosilacion de tirosinas sobre la aparicidn o la progresién de la
retinopatia diabética.
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