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Resumen (Abstract)

La degeneracion macular asociada a la edad o DMAE es una enfermedad neurodegenerativa que
afecta a la vision central culminando en ceguera en estadios avanzados. Es la principal causa de
pérdida de vision en ancianos de paises desarrollados Ilegando a afectar hasta un 8.7% de la poblacion
mundial. En las etapas mas avanzadas se distinguen dos modalidades: la DMAE seca, caracterizada
por acumulacién de drusas y un descenso de celulas del epitelio pigmentario retinal (EPR) con la
consecuente pérdida de fotorreceptores; y la DMAE hudmeda, con crecimiento anormal de vasos
desde la coroides hacia el interior de laretina. El EPR es una estructura muy implicada en el desarrollo
de la DMAE pues actia como barrera entre los fotorreceptores y la coroides, teniendo un papel clave
en la homeostasis de la retina. Los cambios moleculares y funcionales del epitelio son elementos
clave en el desarrollo de la patologia. Las drusas con propiedades proinflamatorias, la acumulacion
de grénulos de lipofuscina o el estrés oxidativo entre otros, causan malfuncionamiento de la retina.
Como resultado obtenemos un epitelio desorganizado y disfuncional que no es capaz de mantener

las necesidades de los fotorreceptores y, por tanto, la vision de los pacientes se ve comprometida.

Age-related macular degeneration is a neurodegenerative disease from the eyes that causes
central vision impairments and vision loss in late stages. It is the leading cause of blindness among
the elder population in developed countries. Indeed, it affects around 8.7% of the global population.
Two different varieties are distinguished in the latter states: wet AMD, that it is known by the
abnormal growth of choroid vessels towards the retina; and dry AMD, characterized by subretinal
drusen and a decline in the number of retinal pigment cells and the consequent loss of photoreceptors.
The RPE is one of the most relevant structures in the development of the disorder since it acts as a
barrier between the choroid and the photoreceptors. Considering that, the RPE has a noteworthy role
in the retina homeostasis. Molecular and functional alterations of the RPE are crucial for the
development of this pathology. Drusen sprout, lipofuscin accumulation within the RPE cells, the
increased oxidative stress, and many other factors cause impairments in the RPE function. As a result,
the RPE becomes disorganized and dysfunctional. Considering that, it is not able to maintain

photoreceptor necessities and so, the patient’s vision is endangered.
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Introduccidn

1. El ojo humano

Nuestros 0jos son unas estructuras muy complejas, con multitud de estructuras perfectamente

coordinadas para generar el fenémeno de la vision.

Los globos oculares estan constituidos por 3 capas concéntricas (Fig.1). La capa externa esta formada
por la escleray la cornea, la intermedia se subdivide a su vez en dos partes, la anterior compuesta por
el iris y el cuerpo ciliar, y la posterior formada por la coroides. Por ultimo, en la capa interna la parte
sensorial del 6rgano esta la retina®. Su estructura es laminar y cuenta con 10 capas, de exterior a

interior (Fig.1):

- Epitelio pigmentario retinal (EPR) - Capa nuclear interna (CNI)

- Segmentos de fotorreceptores (SF) - Capa plexiforme interna (CPI)

- Membrana limitante externa (MLE) - Capa de células ganglionares (CCG)
- Capa nuclear externa (CNE) - Fibras del nervio 6ptico (FNO)

- Capa plexiforme externa (CPE) - Membrana limitante interna (MLI)

MLI
Cristalino
Iris
Cornea
Retina
Coroides ~MLE
Esclerética Sk
GRS AR
S © &2 o |

Figura 1. Estructuras del globo ocular y disposicion laminar de la retina.
Elaboracion propia.
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2. Degeneracion macular asociada a la edad

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), es una patologia degenerativa ocular que
afecta principalmente a la coroides, la membrana de Bruch, el epitelio pigmentario de la retinay la
macula?. El dafio en estas estructuras causa pérdida progresiva de la vision central sin afectar a la
vision periférica haciendo que tareas tan simples como leer, conducir o reconocer rostros sean
imposibles de realizar en estadios avanzados de la enfermedad®. La DMAE es la principal causa de
pérdida de vision en la poblacion mayor de 60 afios en los paises desarrollados y su incidencia

aumenta conforme lo hace el tamafio de poblacion envejecida®.

Distinguimos dos tipos de degeneracién macular, la DMAE hdmeda o exudativa y la DMAE seca 0
atrofica. La incidencia de la forma hiumeda es muy inferior a la de la forma seca, tan solo un 10-15%

de los pacientes presentan el primer tipo frente a un 85-90% que sufren DMAE seca®.

La DMAE seca tiene una evolucion lenta. A lo largo de los afios la mécula disminuye su espesor y
con ello el paciente pierde progresivamente la vision. Muchas veces no es detectada hasta mucho
tiempo después de su inicio porque la pérdida de la vision es muy lenta. La DMAE humeda se
desarrolla rapidamente (semanas o meses) y si no se aplica un tratamiento de forma inmediata los
efectos de la enfermedad son irreversibles. Los pacientes que padecen esta forma de degeneracion
macular sufren derrames y hemorragias oculares causados por capilares provenientes de la coroides
que invaden la retina (neovascularizacion). Al contrario que la DMAE seca, la forma himeda si tiene
tratamiento, el cual esta basado en anti-angiogénicos que evitan la formacién de vasos sanguineos

invasivos?.

Uno de los signos mas destacables de esta enfermedad es la acumulacion de drusas, unas depdsitos
de residuos que se acumulan entre el epitelio pigmentario y la membrana de Bruch. Se pueden
clasificar en dos grupos, drusas duras y blandas. Las drusas duras son pequefias, redondas y tienen
unos limites claros. Estan muy extendidas en la poblacion envejecida, alrededor del 80% de personas
ancianas presentan este tipo de depositos y generalmente no causan pérdida de visién, aunque cabe
destacar que una gran acumulacion de este tipo de drusas puede estar ligada a DMAE seca. Por otro
lado, las drusas blandas son mucho mas grandes y difusas. No son habituales en o0jos sanos, preceden
a la aparicién de nuevos vasos en la retina, un claro indicativo de DMAE himeda. Ambos tipos de
drusas no son incompatibles en un mismo individuo, pueden coexistir ya que comparten factores de

riesgo°.
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La DMAE es una enfermedad multifactorial, son varios los factores implicados en que un individuo
la desarrolle. Sabemos que influyen tanto aspectos bioldgicos, genéticos, ambientales y de
comportamiento, siendo el mas relevante la edad del individuo. En menor medida también afectan la
etnia (mayor prevalencia en personas caucasicas), coloracion del iris (mayor en personas con 0jos
claros), dietas deficitarias en vegetales y pescado, hipertensién, tabaquismo o una elevada exposicion

al sol entre muchos otros®.

3. Epitelio pigmentario humano

Una de las estructuras mas relacionadas con
el desarrollo de la degeneracion macular es el
epitelio pigmentario de la retina (EPR), la

capa mas externa de la retina (Fig. 2).

El EPR es una monocapa simple de células
hexagonales que contienen wuna elevada
cantidad de granulos de melanina en su
citoplasma, por lo que se las denomina células
pigmentarias. Se sitGa entre la coroides y el
resto de capas de la retina, siendo el nexo entre

ambos y, por tanto, es esencial en la

homeostasis de los fotorreceptores (conos y
Figura 2. Disposicion de las células en un epitelio

bastones)®. pigmentario humano’.

La formacion y establecimiento del EPR estan muy controlados por el ciclo celular de las células que
lo conforman. Las células mesenquimales se multiplican cubriendo todo el area que ocupara el
epitelio. Llegado este punto las células paran de dividirse y comienzan a diferenciarse y polarizarse
pasando a un estado quiescente. A este proceso se le denomina transicion mesénquima-epitelio
(TME) y es reversible. Las células pueden desdiferenciarse y volver a su estado inicial en un proceso
conocido como transicion epitelio-mesénquima (TEM), lo cual es relevante no solo en el desarrollo
embrionario, sino también en el individuo adulto. Ante determinados dafios el epitelio puede perder
su integridad y para solventar el problema algunas células cercanas a la zona problematica se
desdiferencian y dividen para repararlo. La TEM puede ser muy Util, pero también puede causar

tumores si la proliferacion es descontrolada.
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3.1. Polaridad

Como todo epitelio, el EPR esta polarizado y los ambientes fisicoquimicos que se generan a
ambos lados son distintos. La superficie apical se encuentra junto a los segmentos externos de los
fotorreceptores mientras que la membrana basal establece contacto con la coroides dando lugar a
la denominada membrana de Bruch. Esta polarizacion viene dada por la regulacion del tréfico de
proteinas desde el reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi hacia las distintas zonas de la

membrana.

También influye enormemente la presencia de uniones entre células. Existen varios tipos de uniones
que se agrupan a distintas alturas en la célula a modo de cinturones que rodena todo su perimetro
(Fig. 3). Cada tipo de union tiene una funcion determinada, desde la zona mas apical a la basal

encontramos uniones ocluyentes, uniones adherentes, desmosomas y uniones GAPS.

Las uniones ocluyentes forman una barrera selectiva al Microvellosidades Apical
paso de iones y moléculas al espacio intercelular ya que \

lo cierran casi por completo.

Las uniones adherentes unen fisicamente células (} l (5 ( S ) 2

adyacentes y coordinan su fisiologia mediante la unién
del citoesqueleto (actina). Forman una banda a lo largo
de todo el perimetro celular dando lugar a la llamada

z6nula adherente.

Los desmosomas son uniones dependientes de calcio

extracelular que unen células vecinas en zonas ) (

puntuales. Coordinan el citoesqueleto (filamentos

intermedios) de células adyacentes. Ademas, tienen Basal

proteinas que regulan el estado fisioldgico de la célula. Figura 3. Disposicion polarizada de las uniones entre
células del epitelio pigmentario.

] . De arriba a abajo:
Las uniones GAP ponen en contacto directo el  Rosa- uniones ocluyentes
Verde — uniones adherentes

citoplasma de células vecinas permitiendo intercambio  Naranja - Desmosomas
Azul — Uniones GAP

de iones y pequefias moléculas polares. Elaboracién propia

El establecimiento de uniones permite que el epitelio actie como barrera que regula el flujo de
moléculas y evita la entrada de compuestos toxicos en la retina. Ademas, permiten la regulacion de
muchos de los procesos fisiologicos que ocurren en las células (proliferacion, diferenciacion,

migracion...). Las uniones son especialmente relevantes en la polarizacion de la célula ya que los
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distintos tipos de filamentos del citoesqueleto se unen a ellas y establecen un patrén determinado
dependiendo de donde estén colocadas. Atendiendo a esta disposicion los organulos y vesiculas se
dirigiran a un polo u otro de la célula consiguiéndo la caracteristica distribucion asimétrica de las
células del EPR (Fig. 4)°.

En la region basal aparecen pequefias invaginaciones que aumentan la superficie para el intercambio
de sustancias con la coroides. Esta libre de pigmentos y en ella se distinguen el nucleo, aparato de
Golgi y mitocondrias®®. En contraposicion, la porcion apical se caracteriza por presentar granulos
de reticulo endoplasmatico liso, lipofuscina y de melanina. También aparecen microvellosidades que
se adentran entre los segmentos externos de los fotorreceptores y los rodean. Las microvellosidades
de cada una de las células del epitelio pigmentario estdn en contacto con una media de 20-30

segmentos externos de bastones y tan solo un segmento externo de conos*’.

B)

g Microvellosidades

2 Fagosomas y
lipofucsina
Melanina

EPR RERy REL
A. Golgi

g Nucleo

=}

g Mitocondrias

< Invaginaciones

Figura 4. A) Orientacion del EPR con respecto de las distintas capas del 0jo*2. B) Célula del epitelio pigmentario humano en la
que se muestra la distribucion asimétrica de los organulos. Elaboracion propia.

Existen conjuntos de proteinas que regulan la polaridad de las células, son tres complejos necesarios
para la distribucion asimétrica de los componentes de la célula y sin ellos se producen fallos en la
segregacion de organulos, canales y bombas. Son los complejos de polaridad Scrib, Pary Crb, y
todos ellos se expresan en las células epiteliales al mismo tiempo. Los complejos Par y Crb se ubican
y determinan la polaridad en la membrana apical y lateral, mientras que el complejo Scrib tan solo

aparece en la membrana basal.
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Gracias al complejo Crb la célula es capaz de mantener uniones ocluyentes y determinar la zona
apical. EI complejo Crb esté constituido por las proteinas CRB (CRB1-3), PALS1y PAT]J, las cuales
interaccionan con proteinas de las uniones ocluyentes formando un complejo que en caso de
alteracion causa problemas de vision como puede ser la DMAE. ElI complejo PAR acomparia a Crb
en las zonas apicales siendo esencial en la maduracion de las uniones ocluyentes. Y, por Gltimo, el
complejo Scrib determina la zona basolateral ya que desplaza los componentes que determinan la

zona apical y lateral de la célula®.

3.2. Funciones
a. Absorcion de luz y proteccion frente a fotooxidacion

Uno de los aspectos mas remarcables de un epitelio
pigmentario maduro es la gran cantidad de vesiculas del
pigmento melanina (Fig. 5). Es precisamente por esto que el
epitelio retiniano recibe el nombre de epitelio pigmentario. La
melanina absorbe el exceso de luz que llega a los segmentos
externos de los fotorreceptores, lo que aumenta la calidad de la
vision??,

Ademas de absorber luz, los granulos de melanina actian como
antioxidantes, al igual que otros pigmentos (zeaxantina y
luteina), ascorbato y enzimas como la superdxido dismutasa,

también presentes en las células del EPR. Esto es de vital

importancia ya que la luz que llega a la retina puede llegar a  Figuras.
. ., i N A) Epitelio poco desarrollado, sin melanina.
causar fotooxidacion y en consecuencia dafo en las estructuras  B) Epitelio maduro con melaninal®.

del ojo®.

b. Transporte transepitelial

El EPR establece un punto de control del paso de sustancias entre la coroides y el espacio
subretinal. Las uniones que se establecen entre sus células hacen de él una barrera resistente al
movimiento de solutos conocida como la barrera hematorretiniana, la cual forma parte de la barrera

hematoencefalica®®.

El EPR transporta nutrientes desde la sangre (coroides) hasta los fotorreceptores. La mayor parte de
dichos nutrientes son glucosa y vitamina A (all-trans-retinal) necesaria en el ciclo visual. Igualmente,

el EPR es el responsable de la eliminacion de todos los productos del metabolismo no deseados. Los
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fotorreceptores tienen una alta tasa de recambio, asi como una elevada tasa metabolica. Su consumo
energeético es de 3 a 4 veces superior al de las neuronas, por lo que producen muchos productos de

desecho que deben ser eliminados.

El fendmeno de la vision se fundamenta en cambios de potencial de membrana de los
fotorreceptores y en el intercambio i6nico desde el espacio subretinal al interior de dichas células. Es
necesario que las concentraciones de iones estén muy reguladas para que los cambios electroquimicos
se desarrollen con normalidad. Para mantener la homeostasis del espacio subretinal, el epitelio
pigmentario cuenta con una gran cantidad de transportadores distribuidos asimétricamente en sus

membranas.

La actividad de los fotorreceptores .
Coroides

e (DASAI)

causa una gran acumulacion de iones en
la cara apical del EPR (Fig. 6). Un
cotransportador Na*-K*-2CI" de la
membrana apical introduce los iones en
el epitelio. EI K" vuelve al espacio
subretinal por los canales rectificadores
de potasio (Kir7.1) y el Na* lo hace
mediante una ATPasa de la membrana
apical. El CI" por el contrario, no tiene
un transportador que lo devuelva al
espacio subretinal, sino que sale de la

célula epitelial hacia la coroides por

transportadores  especificos en la

Figura 6. Transporte de iones y regulacion de pHe.

membrana basolateral®.

Ademas, la actividad metabdlica de los fotorreceptores resulta en una gran acumulacion de acido
lactico en sus inmediaciones. Los transportadores MCT1 captan este &cido y lo transportan al interior
del EPR junto con H*, posteriormente, en la membrana basal, los transportadores MCT3 lo liberaran
en la sangre para su eliminacion. El transporte de acido lactico requiere un gran control del pH
intracelular, para ello existen transportadores Na*-HCOs". EI HCOs" sale por la membrana apical en
antiporte con CI". Y como ya se ha mencionado, existen canales especificos de ClI™ que sustraen el ion

hacia la coroides®!°.
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Los transportadores CI-HCOz3  unen en si la funcién de regulacién de pH y la de transporte de agua.
Las multiples células de la retina producen una elevada cantidad de agua que puede llegar a causar
edemas y otros problemas oculares si no es retirada del ojo. La manera por la que se elimina toda esa
agua es mediante el transporte acoplado a cloro. Las células del epitelio pigmentario estan
fuertemente unidas, por lo que el agua no puede pasar por transporte paracelular sino que ambas caras
de la membrana presentan proteinas especificas para el transporte de agua denominadas acuaporinas
(Fig. 6) 816,

El transporte transepitelial es esencial para el mantenimiento de la capa de fotorreceptores, se ha visto

que una reduccion del mismo causa degeneracion de la retina y edemas entre otras patologias®’8.

c. Ciclo visual

Los responsables directos de la vision son los fotorreceptores, son los encargados de transformar
los estimulos luminosos en estimulos eléctricos que seran interpretados por el cerebro. Los
fotorreceptores tienen pigmentos que cambian de conformacion al incidir luz sobre ellos pasando a
forma inactiva (all-trans-retinal). Para pasar a forma activa (11-cis-retinal) de nuevo deben
isomerizarse en el epitelio pigmentario. Una vez en la célula pigmentaria, la forma inactiva sufre una
serie de modificaciones gque lo convierten en 11-cis-retinal, que unido a una glicoproteina vuelve a

conos y bastones para ejercer su funcion®?°,

d. Fagocitosis

Como ya se ha adelantado en apartados anteriores, los altos niveles de luz a los que estan
expuestos los fotorreceptores causan dafio a sus estructuras. Cuando ocurre el dafio de estas células,
la transduccidn de sefiales visuales se ve comprometida. Para evitar esto se necesita una renovacion
constante de las estructuras més dafiadas, los segmentos externos de los fotorreceptores (SE), en

concreto sus puntas. Y de nuevo, es el epitelio pigmentario quien desempefia esta funcion®2°.

Las puntas de los SE se separan del resto del fotorreceptor y son internalizadas por las células del
EPR, aqui se acumulan en fagosomas que viajan hacia la membrana basal, donde finalmente se
degradan. La mera presencia de segmentos externos seccionados activa la fagocitosis por parte del
epitelio pigmentario. Este proceso también esta controlado por los ciclos circadianos, se ha observado

un complejo patron en el que, a grandes rasgos, se puede decir que la luz potencia la fagocitosis?-23.
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Objetivos

El presente trabajo pretende realizar un analisis de las modificaciones especificas que sufre el
epitelio pigmentario humano mediante el estudio de la expresion y localizacion de diferentes
proteinas propias de este tejido, asi como las caracteristicas morfologicas de las células en aquellos

pacientes afectados por la Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE).

Asimismo, se analizarén las implicaciones clinicas de dichas alteraciones en pacientes con

DMAE tanto seca como exudativa y sus correspondientes tratamientos.

Metodologia

Toda la informacidn que sustenta las bases del trabajo ha sido obtenida a través de busquedas
bibliogréaficas en bases de datos tales como ScienceDirect, Web of Science, NCBI o Google Scholar.

Todos los articulos y libros utilizados se encuentran en el apartado Bibliografia.

No se descartaron publicaciones antiguas, pero se prestdé mayor importancia a las més
recientes, en especial aquellas orientadas hacia aspectos moleculares de los procesos en cuestion.
Entre los campos de busqueda se encuentran términos como “AMD (aged-related macular
degeneration), RPE (retinal pigment epithelium), polarity, wet and dry AMD, aging o retina” todos
ellos en inglés para ampliar el rango de busqueda.
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Resultados

1. Variaciones espacio-temporales del EPR en situacion normal

1.1. Cambios en la distribucion espacial

El epitelio pigmentario de la retina no se A)
mantiene estable en morfologia y composicion durante
toda la vida del individuo, ni siquiera es igual en toda
su extension en un mismo momento. Es habitual que
las distintas zonas del EPR difieran en composicion

proteica, funciones y morfologia.

Si observamos el fondo del ojo vemos la retina, en ella

. : . ) B)
se diferencian dos estructuras principales, la macula y . .
Retina Retina
el disco optico (Fig. 7). La méacula es la zona donde el temporal nasal
EPR tiene un mayor espesor. Las células aqui tienen
unos 14pm desde la membrana basal a la zona apical
de las vellosidades, y conforme nos alejamos de la
mécula hacia la periferia, el epitelio se va haciendo
menos grueso.
Macula
La densidad y superficie que ocupan las células Fovea

tampoco es constante. En las zonas cercanas a la
macula las células son pequefias y la densidad es

mayor. Su tamafio aumenta y la densidad disminuye en

Papila del
nervio éptico

Figura 7. Imagen real y esquema del fondo del ojo.
A. Clinicas oftalmoldgicas centrofarma

. ips - B. Elaboracion propia
las zonas mas penfencas“. prop

En cuanto a la geometria que adoptan las células en el epitelio también hay diferencias entre zonas.
De nuevo, la variabilidad se da entre la zona de la mécula, donde las células tienden a ser hexagonales,

y la periferia, donde el nimero de lados no es tan constante?>.

Volviendo de nuevo al fondo de la retina, se puede ver que en el centro de la mécula hay una pequefia
mancha oscurecida, es la fovea, el punto de mayor agudeza visual (Fig. 7). La févea es una depresion
donde todas las células de las diferentes capas de la retina se retiran hacia los laterales dejando que
los rayos de luz incidan directamente sobre los conos, no hay bastones en este punto. La diferencia

en las células del EPR de la fovea con respecto del resto de la retina radica en el mayor porcentaje de
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melanina que encontramos en su citoplasma. Esto es asi ya que al estar los fotorreceptores mas

expuestos a la luz necesitan un mayor nivel de proteccion?.

También existen diferencias a nivel molecular. Las células cercanas a la macula presentan menores
niveles de enzimas lisosomales, menor actividad de la enzima citocromo oxidasa y un ndmero
reducido de bombas Na*/K*%,

Toda esta variacion entre células del epitelio es totalmente normal, sin embargo, se han encontrado
diferencias incluso entre células de la misma zona. A este fendmeno se le denomina mosaicismo y

esta causado tanto por factores genético como epigenéticos?.

La cantidad de grénulos por célula es muy variable, algunas presentan una gran cantidad de
melanosomas y pocos granulos de lipofuscina mientras en otras la proporcion es inversa, e incluso
hay células en las que apenas los hay. Las proteinas también presentan esta distribucion desigual,
vimentina (citoesqueleto), E-cadherina (uniéon entre células), ATPasas Na‘*/K" o enzimas
antioxidantes suelen aparecer en islotes irregulares de células, muchas veces interconectados entre

si%,

Esta variabilidad intrinseca al epitelio es de vital importancia a la hora de entender como se comporta
durante el envejecimiento, ya que no todas las células responderan igual. Es incluso de mayor interés
si queremos comprender la incidencia de enfermedades como la DMAE.

1.2. Cambios a lo largo del tiempo

Una vez el epitelio se ha establecido y es completamente maduro sufre variaciones a lo largo

de los afios que hacen que sus caracteristicas y funciones se vean alteradas.

Este es un tejido post-mitotico, lo que quiere decir que una vez alcanza un determinado nimero de
células, estas entran en estado quiescente y no se dividen. Debido a esto no se generan muchas células
nuevas y no se reponen aquellas que sufren dafios o mueren. Lo légico seria pensar que el nimero de
células totales en el epitelio desciende con la edad, sin embargo, hay disparidad en los resultados de
los estudios de densidad celular a lo largo del tiempo. De lo que si se tiene certeza es de que la
morfologia del epitelio varia, se hace mas irregular con la edad. Las células pierden su caracteristica
forma hexagonal (Fig. 8), pierden espesor y se hacen muy grandes, llegando incluso a montarse unas

encima de otras haciendo que el epitelio tenga varias capas en zonas puntuales®+?>?".
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Figura 8. Cambios en la morfologia del EPR a lo largo de los afios en individuos sanos. Marcaje de F-actina del citoesqueleto
mediante faloidina®.

Al envejecer, el epitelio pierde granulos de melanina. Esta hipopigmentacidn causa menor absorcion
de luz y bajada del potencial antioxidante. Hasta hace poco se creia que los granulos de melanina y
lipofuscina se fusionaban, pero estudios recientes apuntan a que la melanina se deposita activamente

en los granulos de lipofuscina y viceversa.

Al contrario que la melanina, la cantidad de lipofuscina aumenta exponencialmente con el
envejecimiento, llegando a ocupar préacticamente el 20% de la célula en edades avanzadas (80 afios).
El epitelio pigmentario tiene una capacidad enorme a la hora de degradar productos por la via
lisosomal como se ha explicado anteriormente y con los afios las células del EPR acumulan una gran
cantidad de lisosomas secundarios y cuerpos residuales que contienen lipofuscina. EI acimulo de
granulos de lipofuscina satura el citoplasma y hace que la célula no se comporte como deberia.
Ademas, la lipofuscina favorece la aparicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y descenso en
la actividad enzimatica, lo que no es nada beneficioso para la célula. EI mal funcionamiento de las
enzimas provoca ain mas acumulacion de radicales libres y ROS. Todo ese estrés oxidativo, que no
puede ser contrarrestado por la escasez de melanina, causaria la apoptosis de células del epitelio

pigmentario?’.

Otro de los factores presentes durante el envejecimiento es la aparicion de drusas, unos acimulos de
residuos mayoritariamente lipidicos y proteicos entre el epitelio y la membrana de Bruch. En un ojo
joven y sano es extrafio encontrar drusas, pero en individuos envejecidos sanos es habitual observar
drusas duras y pequefias (< 63um) en la periferia. Drusas mas grandes van asociadas a patologias®?°.
Ademas, el envejecimiento afecta también a los tejidos circundantes al epitelio. Disminuye el nimero
de fotorreceptores y la membrana de Bruch se hace méas gruesa mientras que la coroides se vuelve

mas fina®.

Hay multitud de factores implicados en el envejecimiento del epitelio pigmentario, y cada vez se tiene
mas claro que no solo esta causado por factores genéticos, sino también epigenéticos y ambientales.
Todos ellos actuan en conjunto y pueden predisponer a que una persona desarrolle enfermedades

degenerativas como la DMAE®,
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2. Variaciones del EPR en presencia de DMAE

En DMAE los cambios que ocurren en el epitelio de manera normal se ven acentuados, pero,
ademas, se desarrollan signos propios de la enfermedad. De manera general la DMAE comienza con
una pérdida progresiva de espesor del epitelio y con el crecimiento en tamafio de las células. Las
diferencias ya existentes entre células del epitelio se acentian aiun mas. Al mismo tiempo se da la
acumulacion de lipofuscina, mencionada anteriormente, y con ella aparece la fotooxidacion,
inflamacion y dafio en el epitelio. Su degeneracion tiene una relacion estrecha con el deterioro de las
funciones celulares, el estrés oxidativo y la disminucion en la actividad de los mecanismos de
reparacion del DNA y proteinas. Todo esto provoca que las proteinas no se plieguen adecuadamente
y, por tanto, que se formen agregados extrafios que hacen que la célula sea incapaz de funcionar
normalmente e incluso pueden acabar en muerte celular. A su vez, estas variaciones en el EPR afectan
a tejidos circundantes, como la membrana de Bruch, que se calcifica y fragmenta, o los
fotorreceptores, que al no recibir aporte de nutrientes ni poder eliminar sus productos de deshecho,

degeneran®,

Los primeros signos de enfermedad son las drusas y la hipertrofia del epitelio que poco a poco van
avanzando hasta la pérdida de la vision central. Dependiendo de los dafios que presente el ojo se
pueden distinguir tres estadios en la Degeneracién Macular Asociada a la Edad, un estadio temprano,

intermedio y uno avanzado en el que se da la pérdida de vision?.

En la primera etapa la mayoria de pacientes son asintomaticos puesto que los dafios en la estructura
del ojo son minimos. Aparecen drusas de mediano tamafio (>63um, <125um) y comienzan a darse
los primeros cambios en la pigmentacion, al igual que en el envejecimiento normal, solo que
ligeramente méas pronunciados®:. En los estadios intermedios las drusas aumentan en cantidad y
tamafio (>125um) y se comienza a acumular mas lipofuscina y menos melanina de la esperada en un
epitelio sano. Durante estas dos etapas apenas hay manifestaciones de la enfermedad. Los cambios
morfolégicos en el epitelio no son lo suficientemente pronunciados como para que afecte de una
manera significativa a la vision, es cuando pasamos a la tercera etapa que encontramos una rapida

progresion hacia la ceguera®.

Es en el Gltimo estadio de la enfermedad cuando se ven los cambios més acentuados. Habitualmente
los pacientes manifiestan una pérdida muy rapida de la vision normal. En este momento podemos
distinguir las dos modalidades de DMAE, la DMAE seca o atrofia geografica y la DMAE himeda o
exudativa. Cada uno de los dos tipos de DMAE presenta sus propios signos y alteraciones.
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a. DRUSAS

Uno de los primeros signos en aparecer tanto en la DMAE
seca como en la exudativa son las drusas entre el epitelio y la
membrana de Bruch. La evolucion varia de paciente en paciente,
pero habitualmente con el paso del tiempo, las drusas se agrupan
formando grandes agregados que interrumpen la

comunicacion entre el EPR y los vasos subyacentes. Se ha

observado una disminucion en la cantidad de drusas hacia
estadios finales de la enfermedad, pero no esta muy claro qué

causa esta regresion®2,

Las drusas en DMAE seca son mas duras y definidas mientras
que en DMAE exudativa son mas difusas (Fig. 9), pero ambas
provocan una separacion fisica del epitelio resultando en su

desprendimiento y la pérdida de contacto con la membrana de

Bruch en ciertas zonas. Ademas de compuestos lipidicos, estos

cuerpos extrafios contienen moléculas proinflamatorias como

Figura 9. Drusas duras y blandas.

rotein lacién. protein f i f r En la imagen superior se ven drusas
proteinas de coagulacion, proteinas de fase aguda, igG y factores duras més pequetias y definidas, En 1a
activadores del complemento. Sumado a esto esté la presencia imagen  inferior las drusas son

blandas, més tenues y difusas®,
del estrés oxidativo, causado por la acumulacion de productos

toxicos ya que el EPR no puede eliminarlos al no estar en contacto con la coroides. Ambos factores,
moléculas proinflamatorias y estrés oxidativo, provocan respuestas inflamatorias y activacion del
complejo de ataque de membrana (MAC), que desorganizaran la normal conformacion del epitelio.
Algunos estudios apuntan a este mecanismo como el desencadenante de la DMAE, pero la etiologia

de la enfermedad sigue siendo una incognita®*.

La inflamacidon no es el Unico efecto adverso causado por las drusas. Los dep6sitos ubicados tanto en
el espacio subretinal (pseudo drusas) como en el espacio sub-EPR (drusas propiamente dichas)
presionan los tejidos circundantes. El estrés mecénico ejercido sobre el epitelio afecta a su
citoesqueleto ocasionando cambios, como por ejemplo interrupciones en el cinturén de actina,
separaciones entre células adyacentes, bordes incompletos o fibras de estrés. Estas Gltimas son haces
de actina que cruzan la célula y ejercen fuerzas a las que la célula no estd sometida habitualmente.
De esta forma se altera tanto la morfologia externa de la célula como la disposicion de los organulos

y granulos en su citoplasma®>.
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Esto podria tener repercusion en la funcion transportadora de las células. Se ha observado que
variaciones del citoesqueleto originan alteraciones en el transporte de las células del EPR.
Concretamente ocasionan disminucién en la fagocitosis, una de las principales funciones del epitelio
y que podria causar acumulacién de sustancias toxicas en el espacio subretiniano o mal aporte de
nutrientes a las células fotorreceptoras. Ademas, la separacién entre células dada por los cambios en
el citoesqueleto comprometeria la funcion barrera del epitelio. Se perderian sus uniones permitiendo

que vasos y células ajenas a la retina penetrasen en ella causando multitud de dafios*®.

El estrés mecanico no solo afecta en enfermedades como la DMAE, sino que se ha observado en
multitud de retinopatias que la presion ejercida sobre las distintas capas de la retina produce

desorganizacion del epitelio y la pérdida de integridad del mismo®.

2.1. EPR en DMAE atrofica o seca

La DMAE seca es la forma de DMAE con mayor prevalencia (80%) afectando hasta 5 millones de
personas en todo el mundo. Habitualmente los pacientes manifiestan escotomas (puntos ciegos) y
pérdida progresiva de la vision central en ambos o0jos, aunque también existe un pequefio porcentaje
de individuos con tan solo un ojo afectado. Las lesiones estan muy definidas en el espacio, aparecen
primero en las zonas perifoveales de la mécula y conforme discurre la enfermedad se extienden hacia
el centro de la fovea. Si los dafios abarcan a la fovea la pérdida de vision es mucho maés acuciada que
los casos en los que esta estructura no se ve afectada. Las lesiones crecen mas despacio en pacientes
con un solo ojo afectado (0.3-1.05mm? al afio) que en pacientes con DMAE bilateral (0.9-1.97 mm?
al afio)®. Sin embargo, no hay un patrén de desarrollo de la enfermedad com(n a todos los individuos

que la padecen, lo cual no es de extrafiar debido a la naturaleza multifactorial de la DMAE.

A grandes rasgos se podria decir que la DMAE seca viene dada por una pérdida lenta de células del
EPR, neuroretina y coriocapilares. La membrana de Bruch se hace menos permeable impidiendo el
paso de sustancias a través de ella y las drusas que durante los primeros estadios habian plagado el
fondo de la retina desaparecen dejando una gran zona (didmetro superior a 175mm) denominada
atrofia geogréfica en la que las células del epitelio pierden su funcién. Todo ello hace que los
fotorreceptores no reciban el aporte necesario para su mantenimiento ni vean eliminados los
abundantes desechos provenientes de su actividad metabdlica, de manera que al igual que el epitelio,
acaban por degenerar®’,
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a. Cambios en la estructura de la retina

No todo el epitelio se ve dafiado en

MLI e Bab /o 'S WP W"
i~ Y aaka T

el mismo grado. En un mismo paciente ENO e el "'.'--'»{‘,
y en el mismo momento existen zonas b ‘
que no presentan alteraciones y otras en
las que se pueden ver signos del estado
temprano e intermedio de la
enfermedad sin haber llegado al punto
de maximo dafio. Tan solo algunas
zonas del ojo se ven afectadas por la
atrofia geogréafica y pierden el epitelio.
Dependiendo de cdmo se manifieste la
enfermedad se han llegado a clasificar
15 fenotipos distintos®.

En la zona afectada por la atrofia

geogréfica apenas hay fotorreceptores,

en muchos casos ni siquiera los hay, y

Figura 10. Limite entre zona sana (izquierda) y zona con atrofia
geografica (derecha). Seccion de la retina de un vardn de 86 afios
con atrofia geografica. En la zona de la lesién la membrana
limitante externa (flechas verdes) se curva y con ella también lo
hace la capa nuclear externa, donde se encuentran los segmentos
externos de los fotorreceptores®.

el EPR esta ausente o es tan fino que no
consigue apreciarse (Fig. 10). Los
limites de la lesion estdn tan bien
definidos ya que hay un cambio abrupto
en la estructura de la retina, la transicidn entre la zona dafiada y la zona de retina sana es brusca.
Aunque cabe destacar que en algunos casos la transicion es mas gradual y el EPR va ganando espesor

conforme se aleja de la zona dafiada hasta alcanzar un grosor normal®®.

La desaparicion abrupta del epitelio conlleva dafios en la estructura total de la retina. La membrana
limitante externa (MLE) y la capa nuclear externa (CNE) subducen hacia la zona donde se encontraba
el epitelio hasta desaparecer. En una situacion normal los segmentos externos de los fotorreceptores
(SF) estarian bajo la membrana limitante externa, pero en la atrofia geografica no existen tales
estructuras. Se pierden antes los bastones que los conos ya que estos ultimos son algo mas resistentes
y pueden sobrevivir mas tiempo sin los segmentos externos. El resto de las capas de la retina también
sufren cambios, su espesor desciende de forma generalizada en la zona afectada. De esta manera se

pierde vision en zonas puntuales y aparecen escotomas en el campo visual®®%,
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b. Cambios en la pigmentacion

A nivel celular, el epitelio sufre distintos cambios a lo largo de la enfermedad hasta su completa
desaparicion en aquellas zonas més afectadas por la atrofia geografica. Una de las manifestaciones

mas evidentes es la evolucion de la pigmentacion del epitelio.

Como se ha explicado con anterioridad, el citoesqueleto del EPR manifiesta un desarrollo anormal en
las células afectadas por esta patologia. Los microfilamentos y microtibulos desempefian un papel
fundamental en el funcionamiento y disposicion de los organulos, asi como de los granulos. El
citoesqueleto es necesario para el transporte de vesiculas, asi que en los casos en los que su
funcionamiento no es el correcto pueden aparecer alteraciones en los patrones de pigmentaciéon, bien

dando como resultado zonas carentes de pigmento o zonas hiperpigmentadas*28,

Las &reas con una mayor pigmentacion a la esperada suelen
situarse rodeando aquellas &reas que han perdido el pigmento
(Fig. 11). Se cree que esto sucede asi para compensar la
hipopigmentacion de las zonas dafiadas. Las células de las
zonas adyacentes proliferaran mas de lo habitual como
respuesta a la poca densidad de células en las zonas de poca
pigmentacion. Esto concuerda con las observaciones de la
densidad celular a lo largo de la retina, recordemos que, en
comparacion con las zonas sanas, areas afectadas por DMAE
presentaban células mas grandes y, por tanto, menor densidad

celular.

Los granulos de lipofuscina estan formados basicamente por
fosfolipidos de membrana, proteinas de membrana, proteinas
del ciclo visual y otros restos de proteinas que no se degradan
por completo. Cuando estos componentes se encuentran en

un entorno oxigenado y con incidencia de luz solar generan

moléculas proinflamatorias que acaban por contribuir al Figura 11. Autofluorescencia de fondo (FAF)

de DMAE temprana (arriba) y un estado
avanzado de DMAE seca (abajo). Se observan
en oscuro las zonas con atrofia geografica
debido a la falta de lipofuscina (células
apoptoticas). Las zonas que rodean la lesion
muestran mayor fluorescencia por una elevada
concentracion de lipofuscina®.

ambiente, de por si ya hostil, existente en el ojo. La
lipofuscina aumenta el pH de los lisosomas e impide que
Ileven a cabo su papel en la degradacion de proteinas. Con el
tiempo los lisosomas se acumulan en el citoplasma del EPR
y acaban conformando un alto porcentaje del total de la

Paginall7



célula. En consecuencia, las proteinas que deberian ser degradadas se acumulan en el citosol en forma
de agregados que se cree, podrian tener un papel clave en la muerte celular. En imégenes de
autofluorescencia de fondo (FAF), una técnica que analiza las propiedades fluorescentes de la retina,
se pueden ver claramente las zonas en las que hay ausencia de lipofuscina (oscuras) y las zonas

hiperpigmentadas (claras) alrededor (Fig. 11)%.

c. Transdiferenciacion y migracion

La transdiferenciacion es el fendmeno por el cual células maduras pierden sus caracteristicas y
se convierten en otro tipo celular. Las células del epitelio pigmentario retinal no tienen esta capacidad,
sin embargo, se ha visto que en ojos afectados por DMAE adquieren nuevas funciones asociadas a
otros tipos celulares. Cuando las células epiteliales pierden el contacto con sus vecinas ven cambiada

su morfologia, ganan movilidad y capacidad migratoria®*.

Se han descrito distintos fenotipos de EPR alrededor de la atrofia geografica y se han propuesto las
rutas que las células podrian seguir hasta alcanzar dichos fenotipos. Las dos vias que seguirian las
células del EPR son la via apical o anterior, por la cual las células migran hacia el espacio subretinal
y hacia la propia retina, y la via basal, por la cual agregados de granulos migran hacia los depdsitos
drusenoides bajo el epitelio. A unos 500um del borde de la lesion se encuentran células aisladas del
resto del epitelio, que en muchos casos presentan marcadores tipicamente presentes en células
apoptoticas. Pero ademas se pueden observar células desprendidas que se mueven hacia la zona
anterior del ojo, hacia la capa de fotorreceptores, que expresan marcadores tipicamente asociados a
macrofagos activados (CD163) o bien marcadores de monocitos (CDR2 y CD18). El estrés al que
estd sometido el epitelio hace que manifieste funciones relacionadas con el sistema inmunolégico y

que la inflamacion aumente en la zona afectada®:.

Conforme pasa el tiempo, la integridad del EPR se ve comprometida y debido a los fendmenos de
muerte y migracion se ve desprovisto de células. En estadios mas avanzados, cuando el epitelio
apenas cuenta con unas cuantas de sus células originales, se ha comprobado que comienzan a
asentarse nuevas células pigmentarias bajo él. Es probable que estas células subduzcan desde la zona
de atrofia geogréafica, donde no estan ancladas por sus complejos de unién, y se adhieren a la
membrana de Bruch. Se aplanan y son capaces de migrar lateralmente hasta 100um fuera del limite
de la atrofia geografica, donde se cree que podrian contribuir a la expansion de la lesion. Las células
subducidas conservan muy pocos granulos de pigmento y expresan marcadores asociados a

inflamacién3641:42,
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Se ha observado que los distintos tipos celulares se disponen desde aquellos fenotipos mas alterados
a fenotipos menos modificados conforme nos alejamos del centro de la lesion. Con células con mayor
similitud a las del EPR en la periferia y células con mayores diferencias en el centro de la lesion, lo
que apoya la hipdtesis de que las células del EPR varian sus caracteristicas conforme avanza la

enfermedad*?.

Todas estas modificaciones que llevan a la adquisicion de motilidad pueden deberse a una regulacion
positiva de moduladores de la transicion epitelio-mesénquima (TEM). La TEM es un proceso por
el cual las células del EPR tornan en células mesenquimales. Pierden aquello que mas las caracteriza
como su marcada polaridad o las uniones entre células, en favor de capacidades motoras y

proliferativas (Fig. 12).

En una situacion normal las células ya especializadas no experimentan estas alteraciones, permanecen
en su estado sin cambios remarcables. Sin embargo, algunas situaciones como el estrés oxidativo,
acumulacién de proteinas, inflamacion o heridas pueden desencadenar esta respuesta. Es comdn que
las células del EPR pierdan los marcadores de uniones como por ejemplo zonula occludens-1 (ZO-
1), citoqueratina o E-cadherina. En su lugar aparecen marcadores como vimentina, fibronectina o N-

cadherina, todos ellos comunes en células mesenquimales®.

Para mantener la integridad y fenotipo del epitelio es esencial el contacto entre sus células. Como se
indicé en la introduccién, las células se unen entre si mediante distintos tipos de uniones, entre ellas

adherentes y ocluyentes. En estudios in vivo con ratones mutantes que no expresan la proteina ZO-1

EMT
Epithelial Partial Mesenchymal
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Figura 12. Transicion epitelio mesénquima. Evolucion de un epitelio desde un estado organizado hacia uno desorganizado en el que
las células epiteliales se desdiferencian hacia células mesenquimales con capacidad migratoria®*.

Pagina|l9



(uniones ocluyentes) las células proliferan mucho mas y se activa la expresion de marcadores de
TEM*. También se ha conseguido observar como en cultivos de células del EPR las células de los
margenes pierden su morfologia y pigmentacion. En los margenes la densidad celular es menor y por
tanto las células no estan en contacto estrecho. En este estudio también se comprobd que habia una
mayor expresion de N-cadherina (uniones adherentes) y vimentina (marcador de citoesqueleto) en las
células de los margenes que en las células del centro de la placa“®.

Existen multitud de proteinas asociadas a uniones adherentes y ocluyentes que tienen un papel
fundamental en mantener la TEM a raya. Habitualmente las uniones mantienen el fenotipo
secuestrando sefiales que activan la TEM. Algunos ejemplos son ZO-1, que impide que ZONAB
(Z0O-1-associated Y-box factor) se transloque al nucleo de las células y active la expresion de las
ciclinas dependientes de kinasa 4 (CDK4), que normalmente inducirian proliferacion. Otro ejemplo
es E-Cadherina, una proteina de uniones adherentes que mantiene en la membrana a -catenina
impidiendo asi que, como en el anterior ejemplo, migre al nucleo. B-catenina en el ndcleo activa
promotores de la TEM como Snail o Ciclina D1. Lo mismo ocurre en la via de sefializacion Hippo-
YAP. Sin la presencia de los complejos de unién los efectores YAP y TAZ se transportan hasta el
ndcleo e inducen la activacion de genes implicados en la transicion epitelio-mesénquima y en la

transcripcion de enzimas de melanogénesis*®.

Otras proteinas que podrian estar implicadas en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio son
aquellas encargadas de estabilizar los complejos de unién, como por ejemplo la proteina CRB2.
CRB2 es una isoforma CRB presente en el epitelio pigmentario y forma parte del complejo Crb, que
como se explico en la introduccién (apartado 3.1 — Polaridad), es esencial en la determinacion de la
polaridad del EPR. La ausencia de CRB2 ocasiona modificaciones en las uniones ocluyentes ya que
los complejos Par y Crb pierden su localizacion original. Ademas, el silenciamiento de CRB2 provoca
la llegada de células microgliales fagociticas al espacio subretinal, lo que contribuye a la inflamacion

cronica de la retina produciendo mas muerte celular”’.

Todos estos datos apoyan el supuesto de que las uniones celulares son esenciales a la hora de mantener
la integridad del epitelio pigmentario retinal. Y visto que los depdsitos drusenoides, los fendmenos
de inflamacion y los agregados de proteinas que se acumulan en las células epiteliales modifican
dichas uniones cabe esperar que un epitelio con atrofia geografica tenga graves problemas

estructurales.
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2.2. EPR en DMAE himeda o exudativa

La degeneracion macular humeda o exudativa tan solo supone
un 10% de los casos totales de DMAE registrados. Esta
modalidad de DMAE se caracteriza por la irrupcion de vasos en
la retina que emergen desde capas inferiores. A este fendmeno
se lo conoce como neovascularizacion, por lo que la DMAE
himeda también recibe el nombre de DMAE neovascular
(DMAE-NV).

Ambos tipos de DMAE, seca y humeda, comparten multitud de
manifestaciones y rutas, asi como desencadenantes y no son
excluyentes la una de la otra. Sin embargo, se comprenden
mejor los fendmenos asociados a la DMAE himeda que sobre
la modalidad seca ya que los modelos predictivos preclinicos

son mas precisos?®.

Al contrario que la DMAE seca, la himeda avanza rapidamente,
en cuestion de semanas los pacientes manifiestan una gran
pérdida de la vision. Sin embargo, esta variante de la
enfermedad si tiene tratamiento. Una vez diagnosticada, la
DMAE hdmeda puede ser controlada mediante inyecciones
intravitreales que previenen la pérdida de vision en casi el 95%
de los pacientes tratados e incluso mejoran la situacién de la

persona afectada en un 40% de los casos®’.

W}

Figura 13. Rejilla de Amsler. Test que
permite evaluar las variaciones en la vision
en pacientes con problemas oculares. Arriba
como veria la rejilla una persona sana,
debajo como la veria una persona con
degeneracion macular asociada a la edad.
Barafiano baja vision

Habitualmente los pacientes afectados con DMAE humeda presentan un rapido empeoramiento de la

vision central y distorsién de lineas rectas (metamorfopsia) asi como escotomas, zonas oscuras en el

campo de visién (Fig. 13).

En los primeros estadios de la enfermedad, el estrés y dafios ocasionados al EPR producen una

disminucion en la cantidad de vasos que nutren las distintas capas de la retina, la perfusion sanguinea

disminuye y la zona se llena de macrofagos. Debido al mal aporte de sangre la retina sufre hipoxia y

para intentar solucionarlo, aumenta la concentracion de factores proangiogénicos en la coroides,

principalmente el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). El resultado es la formacion de
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numerosos vasos patolégicos anormales. En este estado los pacientes suelen ser asintomaticos y es a

partir de la neovascualrizacion de la retina que pierden vision®*.

Ademas de los nuevos coriocapilares, el EPR esta bajo el estrés producido por los mismos factores
que en la DMAE seca (drusas, modificaciones del citoesqueleto, estrés oxidativo etc.). Y no solo los
coriocapilares en si son los que presionan el epitelio, los fluidos y sangre que inundan la retina al
romperse los vasos causan edema, lo que constituye una gran fuente de estres mecanico. Como
consecuencia encontramos los mismos signos que en la DMAE seca: alteraciones en el citoesqueleto
celular, desorganizacion del epitelio, pérdida de uniones, apoptosis y la activacion de rutas que

desencadenan la transicion epitelio-mesénquima entre otros?®34,

La presion ejercida sobre el EPR causa heridas y que las células epiteliales entren en apoptosis. Pero
ademaés existen heridas producidas por los vasos que atraviesan el epitelio, lo que desencadena

respuestas que llevan a la formacion de cicatrices en la retina.

Una vez el epitelio ha sufrido el dafio sus células manifiestan una gran actividad en el metabolismo
de la actina, lo que constituye un indicio de transicion epitelio-mesénquima, al igual que en DMAE
seca. Seguidamente, entorno a la herida aparecen células endoteliales que expresan CD31, una
molécula de adhesion de células, y se crea un entramado que impide a los capilares avanzar a través
del epitelio. Es asi que, en los ojos de pacientes con DMAE-NV es habitual encontrar cicatrices,
también conocidas como fibrosis subretinal. Las celulas del epitelio no son las Unicas en participar
en la cicatrizacion, las células del sistema inmunoldgico juegan un papel esencial. La retina dafiada
se llena de macrofagos, células gliales y fibroblastos entre otros, todos ellos muy necesarios a la hora

de formar una cicatriz fibrovascular®®.

En los estadios mas avanzados de DMAE-NV el epitelio esta tan desorganizado como en la DMAE
seca pero adicionalmente aparecen multitud de cicatrices fibrosas. En estudios post-mortem
realizados sobre retinas de pacientes con degeneracién macular himeda aparecen muy pocas células
epiteliales en las &reas dafiadas debido a los fendmenos de TEM desencadenados por los mismos
factores que en DMAE seca. Las pocas células del EPR que se encontraron en las zonas con cicatrices
fibrovasculares estaban sepultadas por la propia cicatriz entremezcladas con otros tipos celulares. No
establecian uniones entre ellas ni recordaban a la estructura de la que una vez formaron parte.
También aparecieron células del EPR con melanosomas de gran tamafio en las inmediaciones de la

cicatriz, bien aisladas o formando capas en el espacio subretinal®:.
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a. Clasificacion

No existe un solo tipo de DMAE-NV vy las lesiones que encontramos al analizar distintos 0jos son
variadas. Generalmente los subtipos de DMAE-NV se clasifican atendiendo a las variaciones
observadas en la macula bajo fotografias del fondo del ojo. Los criterios habituales son
desprendimiento de retina o del EPR, cicatrices fibrovasculares, hemorragias y acumulaciones
lipidicas provenientes de edemas anteriores. Atendiendo a estas variaciones y a observaciones con
técnicas de imagen mas avanzadas las lesiones en DMAE-NV se clasifican en tres tipos: lesiones

clasicas, ocultas y minimamente clasicas.

En la DMAE-NV clésica los nuevos vasos que crecen desde los coriocapilares atraviesan la
membrana de Bruch e interrumpen la continuidad del epitelio para verter su contenido en el espacio
intraretinal. De esta manera, la sangre de los capilares inunda la capa de fotorreceptores y causa estrés
en la retina haciendo que se pierdan fotorreceptores y células del EPR. Por otro lado, las lesiones de
DMAE-NV oculta son mas difusas y no atraviesan el epitelio, los vasos emergentes se limitan a
ocupar el espacio anterior a esta capa y el fluido se acumula en el espacio subretinal. La presion de
los vasos creciendo contra el epitelio causa una situacion de estrés que desencadena la muerte de
muchas células. Como consecuencia de la pérdida de células del epitelio también se pierden
fotorreceptores ya que no reciben el aporte de nutrientes necesario ni ven eliminadas sus sustancias
de desecho. Los nuevos vasos crecen mas rapido en ojos afectados por DMAE-NV clésica que en
aquellos con DMAE-NV oculta. El tercer tipo de lesiones, las minimamente clasicas son aquellas

que presentan caracteristicas de los otros dos tipos de DMAE-NV (Fig. 14)*.
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Figura 14. Subtipos de DMAE neovascular. Izquierda: DMAE-NV oculta. Derecha: DMAE-NV clasica®.
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b. Factores angiogénicos: VEGF

Aunque no es el Unico, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es una de las
proteinas clave en la generacion de nuevos vasos en DMAE-NV. En una situacion normal el epitelio
pigmentario secreta VEGF basolateralmente hacia la membrana de Bruch para mantener una amplia
red de coriocapilares que nutran y retiren las sustancias de desecho del EPR vy, por ende, de los
fotorreceptores. No obstante, en DMAE-NV la produccion de VEGF se ve aumentada y la red de

coriocapilares se extiende mas alla de su posicién habitual.

El VEGF esté regulado positivamente por la falta de oxigeno en la retina. En situaciones de hipoxia
la liberacién de VEGF aumenta considerablemente por parte de las células de Mller (células gliales
de la retina), los astrocitos residentes en la retina y las propias células del EPR. También existe
evidencia de que componentes extrafios en la matriz extracelular inducen la produccién de VEGF por
parte del EPR. No solo eso, estudios recientes han demostrado que alteraciones en la continuidad
por pérdida de las uniones del epitelio también inducen la secrecion de VEGF. Uno de los
componentes de las uniones ocluyentes es la claudina-19, mutaciones en esta proteina causan un mal
acoplamiento de las células del epitelio y se ha observado que se asocia a una mayor produccién de

VEGF, asi como una mayor incidencia de TEM®°,

El VEGF no solo favorece la angiogénesis, sino que también interviene en la quimiotaxis. Atrae
células endoteliales de vasos sanguineos ya que incrementa su migracion y proliferacion,
favoreciendo incluso més la formacion de nuevos vasos que migran hacia el EPR. El incremento de
VEGF desencadena la activacion y produccion de otras enzimas como la 6xido nitrico sintasa
endotelial y metaloproteinasas, asi como la inactivacion de inhibidores de metaloproteinasas. El

resultado de esto es un mayor incremento de la neovascularizacion.

Es tal el papel del VEGF en la neovascularizacion que los tratamientos actualmente aplicados a
pacientes con DMAE-NV estan orientados a su bloqueo. Desde hace unos afios se utilizan inyecciones
periddicas intravitreales de blogueadores de VEGF para reducir la proliferacion de vasos extrafios en
la retina. Las inyecciones son mayoritariamente de rinibizumab, pero hay diversos farmacos en el
mercado como el bevacizumab, pegaptanib o aflibercept. Con este procedimiento se consigue

controlar el avance de la enfermedad y estabilizar la funcion visual®3!,

Pero el VEGF no es el Unico factor angiogénico que participa en el desarrollo de la DMAE. El Factor
de Crecimiento Transformante p (TGF-f) también tiene un papel importante en el proceso. Sin
embargo, su funcion no esta totalmente clara, hasta hace unos afios los estudios apuntaban hacia una
funcién proangiogénica, sin embargo, en los Gltimos articulos estas afirmaciones se han puesto en

entredicho e indican funciones contrarias*3.
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2.3. Factores genéticos

La DMAE es una enfermedad muy compleja en la que influyen tanto los factores ambientales como
los genéticos. Se han descubierto mas de 50 variaciones en 34 locis asociadas al desarrollo de DMAE
y se estima que los factores genéticos pueden hacer variar la gravedad de la enfermedad hasta en un
70%°*. Los hermanos de pacientes de DMAE tienen entre tres y seis veces mas posibilidades de

desarrollarla en comparacion con el resto de la poblacion®t,

Gracias a técnicas de secuenciacion se ha podido observar que determinados conjuntos de alteraciones
en los cromosomas 1, 6 y 10 tienen cierto papel en la respuesta inmune. Estas variaciones en las
secuencias de los cromosomas propician el desarrollo de la DMAE por alteraciones en la homeostasis
de la retina. Uno de los grupos principales de genes implicados es el de aquellos relacionados con la
via del complemento, genes como el del factor H (CFH), factor | (CFI) y las proteinas C2 o C3 han
sido ampliamente estudiados. Es esencial que la via del complemento funcione correctamente pues
sin ella las respuestas inmunoldgicas no siguen los patrones que deberian. Se ha demostrado que
variaciones en un solo nucleétido en secuencias clave son capaces de aumentar considerablemente
las posibilidades de padecer DMAE. Es el caso del polimorfismo Y402H, en el que la tirosina (Y) en
posicién 402 de la proteina CFH cambia por una histidina (H). En el caso de que la persona presente
esta alteracion en uno de sus alelos las probabilidades de desarrollar DMAE aumentan un 10% con
respecto del resto de la poblacion. Pero si la persona presenta ambos alelos polimérficos el riesgo de
DMAE llega hasta un 53%°2. Se cree que la forma en la que esta variante de CFH propicia la DMAE
es a través de la proteina C reactiva. Esta proteina se ha encontrado en drusas y unida a CFH puede
incrementar la inflamacion en la retina®. El caso del polimorfismo Y402H es uno de los mas
extendidos, pero no es el Unico, existen multitud de variaciones en la secuencia de la proteina CFH,

solo que son minoritarias.

Otro locus cuyas variaciones promueven la DMAE es el ARMS2/HTRAL (age-related maculopathy
susceptibility 2/high-temperature requirement serine peptidase 1). Determinadas variantes en de este
gen, concretamente en el intron 1 de ARMS2, tienen una fuerte correlacion con la DMAE, aunque por

el momento no se conoce exactamente el papel que desempefia®*.

Tanto en DMAE seca como himeda los factores de riesgo genético son similares. Aunque existe
cierta tendencia a desarrollar DMAE humeda con alelos extrafios de HTRA1/ARMS2 y mayor

incidencia de DMAE seca en pacientes con variaciones en alelos de CFH3.
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Y aungue estos genes por si mismos hagan més susceptibles de padecer DMAE a determinadas
personas existen maneras de minimizar la probabilidad de desarrollar la patologia. Habitos como
fumar o dietas grasas pueden llegar a incrementar considerablemente el riesgo de sufrir alteraciones

en el epitelio pigmentario®3*.

3. Tratamientos

La DMAE es una enfermedad muy extendida en la poblacion envejecida y a lo largo de los afios
se han desarrollado y mejorando distintas terapias y farmacos con el fin de controlar y mejorar la

visioén de individuos afectados.

Actualmente tan solo la DMAE exudativa cuenta con tratamiento. Frente a la DMAE seca se utilizan
suplementos como vitaminas o antioxidantes que previenen la extension de las lesiones atréficas en
la retina®. Por el contrario, la DMAE himeda si ha contado con distintos tratamientos a lo largo de
los afios. En la década de los 80 se utilizaba generalmente fotocoagulacion con laser, sin embargo,
hoy en dia este tipo de técnicas tan solo se utilizan para pequefias lesiones neovasculares localizadas
lejos de la fovea. Afios mas tarde, a finales de la década de los 90 se desarrolld la terapia
fotodinamica, que ya no se utilizan por sus numerosos efectos adversos entre los que destacan fuertes

dolores de cabeza y espalda, ademas de una pérdida considerable de la vision en el 4% de los casos®!.

No fue hasta los primeros afios de este siglo que se descubrié el papel del VEGF en la
neovascularizacion de la retina. Hoy en dia los tratamientos aplicados en la mayoria de pacientes son
los de terapia antiangiogénica, orientados hacia la inhibicion de la proteina VEGF que causa hipoxia
en la retina. Actualmente hay varios farmacos anti-VEGF comercializados como el bevacizumab,
ranibizumab, pegabtanib y aflibercept. Todos ellos con una efectividad similar y se suministran de la

misma manera, por medio de inyecciones intravitreas mensuales®.

Estos tratamientos han demostrado su eficacia mejorando la vision de los pacientes
considerablemente. No obstante, no estan exentos de contraindicaciones a tener en cuenta. Estos
farmacos atraviesan la barrera generada por el epitelio pigmentario y entran en la circulacion
sistémica, donde pueden ocasionar distintos efectos secundarios. La inhibicion sistémica de VEGF
puede desencadenar fallos en el sistema circulatorio como infartos cerebrales. Los datos clinicos
indican que en pacientes sin antecedentes cardiolégicos no aumenta la probabilidad de sufrir estos
ataques, por el contrario, el 10% de pacientes con un historial previo de patologias cardiacas si ven
aumentada la probabilidad de ictus. Por el momento la muestra no es lo suficientemente grande como

para considerar estos datos significativos y todavia se necesita mas investigacion al respecto®..
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Conclusiones

El epitelio pigmentario de la retina es una estructura esencial en el mantenimiento de la vision,
de forma que cualquier modificacion en el mismo desencadena una cascada de cambios que pueden
llevar a la total pérdida de la funcion visual. Las células de este epitelio nutren al resto de capas de la
retina, principalmente a las células de la vision por excelencia, los fotorreceptores. De ellas depende
el aporte de sustancias y que los productos de desecho del ciclo visual sean correctamente retirados,

ademas de que el ambiente en el 0jo no sea demasiado hostil para el resto de células de la retina.

Los dafios ocasionados provocan un mal aporte de oxigeno y nutrientes a la zona afectada y las células
del EPR sufren bien muerte celular, bien desdiferenciacion y migracion. El resultado final es un

epitelio desorganizado e incluso ausente en algunas zonas.

Es tal la complejidad de la homeostasis del epitelio que a pesar de todos los estudios realizados sobre
la DMAE no existe todavia un conocimiento pleno sobre los factores que rigen y sobre todo
desencadenan esta enfermedad. Sin embargo, los avances realizados en las Gltimas décadas en el
desarrollo de farmacos adecuados han permitido que la incidencia de la DMAE descienda

considerablemente entre la poblacién envejecida.

En la propia complejidad de la degeneracion macular esté el que existan distintos subtipos dentro de
la misma. Sin embargo, ambas modalidades no son excluyentes y pueden coexistir en un mismo ojo.
La barrera que las separa es fina y un tipo puede llevar al otro. Comparten multitud de factores de
riesgo, caracteristicas y patrones de desarrollo, por lo que no es de extrafiar que los cambios ocurridos
en el epitelio sean similares. Sin embargo, y a pesar de toda la semejanza hay una barrera que por el
momento no se ha conseguido salvar, la del tratamiento. Al contario que la DMAE himeda o
exudativa, que ha conseguido ver su incidencia reducida gracias a procedimientos como las
inyecciones intravitreales, la DMAE seca todavia no cuenta con tratamiento, pero multitud de
estudios siguen trabajando para descubrir mas sobre su patogénesis y poder abordarla con mas

seguridad.
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