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RESUM

La retinopatia diabetica és la causa principal de ceguesa en els individus en edat laboral. Entre
les primeres troballes histologiques, tenim el dany neuroretinia, I'engruiximent de la membra-
na basal dels capillars i la pérdua dels pericits i de les cellules endotelials. La neovascularitzacio,
punt clau en la retinopatia diabética proliferativa (PDR), succeeix en els estadis avangats i és
la causa principal de ceguesa en la diabetis tipus 1. L'edema macular és una altra complicacié
de la diabetis i que és responsable principal de la pérdua de visi6, principalment en els casos de
diabetis tipus 2. L'extravasaci6 del contingut vascular, com a conseqiiencia del trencament de
la barrera hematoretinal, és el fet principal present en la seva patogenesi. Llevat dels controls
repetits de glucémia i de tensi6 arterial, el tractament per fotocoagulaci6 per laser és1'tinica eina
atil contra la progressié de la retinopatia diabetica. Per tant, diversos nous tractaments farma-
cologics, basats en la comprensié dels mecanismes patofisiologics de la retinopatia diabetica,
han estat desenvolupats en els darrers anys.

Hi ha una creixent evidéncia que suggereix que diversos factors angiogenics duen a terme
una funcié crucial en el desenvolupament de la PDR. Entre aquests, el factor de creixement
endotelial vascular (VEGF) és el més rellevant. Altres factors de creixement o citocines, com
son el factor de creixement semblant a la insulina de tipus 1 (IGF-I), el factor de creixement del
hepatocits (HGF), el factor de creixement basic dels fibroblasts (b-FGF), el factor de creixement
derivat de les plaquetes (PDGF), les citocines proinflamatories i les angiopoetines, també estan
implicats en la patogenesi de la PDR.

Paraules clau: retinopatia diabetica, factors angiogenics, humor vitri.

SUMMARY

Diabetic retinopathy is the leading cause of legal blindness among working-aged individuals.
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Neuroretinal damage, thickening of the capillary basement membrane and a loss of pericytes
and endothelial cells are among the earliest histological features. Neovascularization, the hall-
mark of proliferative diabetic retinopathy (PDR), occurs in the advanced stages and is the main
cause of blindness in type 1 diabetes. Macular edema is another retinal complication of diabetes
that is responsible for a major part of vision loss, particularly in type 2 diabetes. Vascular leak-
age, as a consequence of a breakdown in the blood retinal barrier, is the main event involved
in its pathogenesis. Apart from controlling blood glucose and blood pressure, laser photocoag-
ulation treatment is the only tool in the current armamentarium against diabetic retinopathy
progression. Therefore, new pharmacological treatments, based on an understanding of the
patho-physiological mechanisms of diabetic retinopathy, have been developed in recent years.
There is mounting evidence to suggest that angiogenic factors play a crucial role in PDR
development, with vascular endothelial growth factor (VEGF) being the most relevant. Other
growth factors or cytokines, such as insulin-like growth factor I (IGF-1), hepatocyte growth
factor (HGF), basic fibroblast growth factor (b-FGF), platelet derived growth factor (PDGF),
pro-inflammatory cytokines and angiopoietins, are also involved in the pathogenesis of PDR.
Keywords: diabetic retinopathy, angiogenic factors, vitreous.

Abreviacions PDGF factor de creixement derivat de plaquetes (platelet-
derived growth factor)

PEDF factor pigmentari derivat de l'epiteli (pigment epit-
helium-derived factor)

PVR vitreoretinopatia proliferativa (proliferative vitreore-
tinopathy)

SDF-1 factor 1 derivat de céllules de l’estroma (stromal
cell-derived factor-1)

SS somatostatina (somatostatin)

RPE epiteli pigmentari de la retina (retinal pigment epit-
helium)

TGF factor de creixement transformador (transforming
growth factor)

TIMP  inhibidor histologic de metalloproteases (tissue in-
hibitor of metalloproteinase)

TSP trombospondina (thrombospondin)

VCAM-1 molecula 1 d’adhesi6 vascular (vascular adhesi-
on molecule 1)

VEGF factor de creixement de 1’endoteli vascular (vascu-
lar endothelial growth factor)

AGE advanced glycosylation end-products (productes fi-
nals de la glicosilacié avangada)

ARMD  degeneraci6é macular relacionada amb 1’edat (age-
related macular degeneration)

BREC cellula de ’endoteli microvascular de la retina bo-
vina (bovine retinal microvascular endothelial cell)

CTGF factor de creixement del teixit connectiu (connecti-
ve tissue growth factor)

bFGF factor de creixement basic del fibroblast (basic fibro-
blast growth factor)

GH hormona del creixement (growth hormone)

HGF factor de creixement de l'hepatocit (hepatocyte
growth factor)

HIF-1 factor 1 induible de la hipoxia (hypoxia-inducible
factor 1)

HREC celula de I'endoteli de la retina humana (human
retinal endothelial cell)

HSPG proteoglica heparan sulfat (heparan sulfate prote-
oglycan)

IGF factor de creixement semblant a la insulina (insulin-
like growth factor)

IGFBP proteina d'uni6 a IGF (IGF binding protein)

MMP metalloproteasa de matriu (matrix metalloproteina-
se)

NO oxid nitric (nitric oxide)

OIR retinopatia induida per oxigen (oxygen-induced reti-
nopathy)

PDR retinopatia diabética proliferativa (proliferative dia-
betic retinopathy)

INTRODUCCIO

La retinopatia diabética continua sent la
causa principal de ceguesa en individus en
edat laboral en paisos desenvolupats (Moss i
Klein, 1998). L'edema macular, un esdeveni-

PKC proteina-cinasa C (protein kinase C)
PIGF factor de creixement placentari (placental growth
factor)

ment important que apareix tal com progressa
la retinopatia, és més freqiient en diabetis ti-
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pus 2. Encara que l’edema macular diabetic no
ocasiona la ceguesa total, porta amb freqiién-
cia a una perdua severa de la visi6é central.
En un estudi ampli de poblacié, la incidencia
d’edema macular durant un periode de deu
anys fou del 20,1 % en pacients amb diabe-
tis tipus 1, mentre que la taxa fou gairebé del
40 % en pacients amb diabetis tipus 2 (Tong
et al., 2001). A més, la maculopatia és gaire-
bé sempre present quan es detecta la malaltia
proliferativa en pacients amb diabetis tipus 2
(Klein et al., 1984).

Un control més estret dels nivells de glu-
cosa en sang (UK Prospective Diabetes Study
Group, 19984) i de la hipertensié (UK Prospec-
tive Diabetes Study Group, 1998b) és essencial
en la prevencié o l'aturada de la progressié
de la malaltia ocular diabética. Un tractament
oporti de fotocoagulacié amb laser de la reti-
na, poc després del comencament de la PDR,
redueix la incidencia de la perdua severa de
visi6 en els ulls afectats d’un 50 % en cinc anys
a un 5 % (Fine i Patz, 1987). Tanmateix, qua-
si sempre se sobrepassa el moment optim per
al tractament amb laser i, a més, no es té un
éxit uniforme enl’aturada de la pérdua visual.
També, la fotocoagulacié té efectes collaterals,
que sovint inclouen una pérdua de camp de
visi6 i un deteriorament de 1’adaptaci6 a la
foscor o de la visi6 en color. La cirurgia vitreo-
retiniana és un tractament car i complicat que
només hauria de ser practicat per especialistes
amb experiencia en aquest tema, i normal-
ment es reserva per a fases avangades de la
PDR, tal com I'hemorragia severa vitria o des-
preniment secundari de retina. Cal notar que
una fotocoagulaci6é adequada i oportuna fara
innecessaries la majoria de les vitrectomies. A
més, la cirurgia vitreoretiniana no restableix la
visi6 ttil en almenys el 30 % dels casos amb
retinopatia diabética avangada (Barry, 1997).

Per totes aquestes raons, es necessiten trac-
taments farmacologics nous, basats en la com-
prensié dels mecanismes fisiopatologics de
la retinopatia diabetica. En els darrers anys,
s’ha incrementat el coneixement sobre el pa-

per dels factors angiogenics en la patogenesi
de la retinopatia diabetica (Mitamura ef al.,
2005). A més, cal esmentar que no solament
els factors angiogenics, sind també els anti-
angiogenics, sén crucials per a determinar la
progressié de la retinopatia diabetica. Tanma-
teix, aquesta revisio se centra en el paper dels
factors angiogenics en el desenvolupament de
la retinopatia diabética i en les implicacions te-
rapeutiques que se'n deriven.

EL FACTOR DE CREIXEMENT
ENDOTELIAL VASCULAR

El factor de creixement endotelial vascular
(VEGF) és un mitogen potent per a cellules
endotelials microvasculars i macrovasculars,
i té un paper clau en 'angiogeénesi fisiologi-
ca i patologica (Ferrara i Davis-Smyth, 1997).
El VEGF el poden sintetitzar nombrosos tipus
cellulars de la retina, incloent-hi les ceéllules
pigmentaries retinals (RPE), els pericits, les
cellules endotelials, les cellules glials, els fi-
broblasts coroidals, les cellules de Miiller i les
cellules ganglionars (Adamis et al., 1993; Yang
et al., 1994; Aiello et al.,, 1995; Pierce et al.,
1995; Thieme et al., 1995). Hi ha treballs im-
portants que mostren la participaci6 critica del
VEGEF en el desenvolupament vascular de la
retina i la seva supervivencia, i s’ha suggerit
que el VEGF manté la integritat de les cellules
endotelials mitjangant la senyalitzacié antia-
poptotica (Murata et al., 1996).

S’han mostrat diversos mecanismes de par-
ticipaci6 en la regulacié de 'expressi6 genica
del VEGEF, un del més importants dels quals
és la hipoxia. L'activaci6 transcripcional, que
porta a l'increment de VEGF en resposta a
la hipoxia, és mitjangat sobretot pel factor 1
induible per hipoxia (hypoxia-inducible fac-
tor 1, HIF-1) (Wuang et al., 1995). Fent servir
el model de ratoli d’OIR, Ozaki et al. (1999)
van mostrar que els nivells incrementats de
HIF-1a tenien una correlacié espacial i tem-
poral amb l'expressi6é augmentada del VEGE.
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Aquesta troballa era consistent amb la hi-
potesi que I'HIF-1 pot tenir un paper en la
regulacié de VEGF en la retina isquemica. Re-
centment, hem notat la preséncia de HIF-1a en
I'humor vitri de pacients diabetics amb PDR,
perd no en individus control. A més, es va
detectar una relaci6 clara entre 'HIF-1a intra-
vitri i el VEGF (dades per publicar) (vegeu la
figura 1).

La concentracié de glucosa és un altre factor
important involucrat en 1'expressié del VEGFE.
En aquest aspecte, tant els nivells alts de glu-
cosa a llarg termini com la privaci6 aguda de
glucosa poden incrementar el VEGF en cel-
lules bovines cultivades amb RPE (Sone et al.,
1996). La produccié d’AGE pot ser un dels
mecanismes pels quals la hiperglucémia cro-
nica és capag d’estimular I'expressié de I'mR-
NA del VEGF i, inversament, pot explicar les
propietats angiogeniques dels AGE (Lu et al.,
1998; Treins et al., 2001). Tot pensant aixo,
s’ha informat que la injeccié intravitria d’A-
GEs en rates i conills incrementava els nivells
de I'mRNA del VEGF en la capa de cellules
ganglionars, la capa nuclear interna i la del
RPE de la retina. Aquest efecte era dependent
de dosi i del temps, additiu amb hipoxia, i es
podia blocar fent servir anticossos anti-VEGFE.
A més’activacié de I'HIF-1a mitjangant AGE,
a través d’una ruta dependent d’'ERK regula-
da extracellularment, pot estar involucrada en
I'expressi6 del VEGF mitjancada per AGE. Fi-
nalment, s’ha observat la relacié6 entre AGE
i VEGF en I'humor vitri (Matsumoto et al.,
2001) i en retines de pacients diabeétics (Mura-
ta et al., 1997). A més de la hipoxia i els AGE,
tot un conjunt de factors de creixement, inclo-
ent-hi el factor de creixement semblant a la
insulina (IGF-1), FGF i els factors de creixe-
ment derivats de plaquetes, poden incremen-
tar 'expressi6é de 'mRNA del VEGF; i tal com
aquests factors de creixement, les citocines in-
flamatories (és a dir, IL-1a, IL-6) i diverses
hormones i oncogens, poden també incremen-
tar I'expressié de 'mRNA del VEGF (Ferrara,
2004). Tanmateix, en el context d’aquesta re-

visi6, és important notar la relacid, observada
per diversos investigadors, entre la insulina i
I'expressi6 del VEGE. Lu et al. (1999) van infor-
mar que la insulina incrementava 'mRNA del
VEGF i els nivells de proteina en célules de
I'RPE mitjangant la transcripcié millorada del
gen del VEGF. A més, Poulaki et al. (2002) van
demostrar que la terapia aguda intensiva amb
insulina produia un empitjorament transito-
ri de la disrupcié de la barrera hematoretinal,
a través d’un increment mitjancat per I'HIF-
la en l'expressié del VEGF retinal. Conjun-
tament, aquestes troballes poden contribuir
a la comprensié de 'empitjorament transito-
ri de la retinopatia diabetica, que pot succeir
després de la implantacié d'una terapia d'in-
sulina intensiva.

El VEGF exerceix la seva accid, fonamen-
talment, mitjancant dos receptors de tirosina-
cinasa d’alta afinitat (vegeu la figura 2). Hi
ha moltes proves que suggereixen que els
VEGER s’expressen en la retina; sembla que
el VEGFR-1 és el receptor predominant en els
petits vasos de la retina humana normal, men-
tre que 1'expressié del VEGFR-2 s’incrementa
durant el desenvolupament de la retinopa-
tia diabetica (Smith et al., 1999). Recentment,
1"Gs de ribozims de VEGFR-1 i VEGFR-2 injec-
tats intravitralment en el ratoli model d’OIR,
ha mostrat que el VEGFR-2 és més important
que el VEGFR-1 en la proliferacié de la retina
(Grant et al, 2004).

S’ha informat a bastament que el VEGF i
els seus receptors augmenten en les retines
dels models animals de retinopatia isquémi-
ca (Suzuma et al., 1998) o diabetis (Ellis et al.,
2000), i també en les retines de pacients dia-
betics (Boulton et al., 1998). A més, no hi ha
dubte que el VEGF és critic en la patogéne-
si de la PDR i I'edema macular. S’ha vist que
la concentracié de VEGF és molt superior en
I’humor vitri de pacients amb PDR que en els
individus control sense diabetis, i es relaciona
amb l'activitat de la retinopatia (Aiello et al.,
1994; Burgos et al., 1997; Simé et al., 2002). Cal
notar que els nivells intravitris de VEGF de-
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tectats en pacients amb PDR estan en el mateix
rang que els que indueixen neovascularitzacié
in vitro. En conseqtiéncia, 'acumulaci6 vitria
de VEGE, derivada de I'amplia producci6 d’a-
quest factor per la retina isquemica, pot contri-
buir significativament a la neovascularitzacié
intraocular.

Els mecanismes pels quals el VEGF indueix
la neovascularitzacié en la PDR sén multi-
factorials. Obviament, 'increment en el nivell
de VEGF induit per la hipoxia i els AGE, i
també l'increment de VEGEFR, poden ser cru-
cials pel seu efecte angiogénic. A part de
I'efecte mitogenic, el VEGF té altres propie-
tats que contribueixen a la neovascularitzacié.
El VEGF indueix l'expressié de proteases i
fa minvar significativament els inhibidors de
les metalloproteinases TIMP-1 i TIMP-2 en les
cellules endotelials (Lamoreaux et al., 1998).
Un altre mecanisme pel qual el VEGF po-
dria promoure l’angiogenesi seria mitjangant
I'increment de la molecula d’adhesié vascular
1 (VCAM-1). En aquest sentit, hem comuni-
cat l'existéncia de correlacié directa entre el
VCAM-1 i el VEGF en I'humor vitri de pa-
cients diabetics amb PDR (Hernandez et al.,
2001).

També se sap que el VEGF és un factor de
permeabilitat vascular (VPF), a causa de la se-
va habilitat per a induir vessament vascular.
En algunes capes vasculars aquest efecte esta
associat amb el desenvolupament de fenestra-
cions en I'endoteli de vénules petites o capil-
lars. El mecanisme principal pel qual el VEGF
indueix el vessament vascular en la retina és
mitjancant la davallada del nivell i I'activitat
d’occludens i zonula occludens 1 (ZO-1), dues
proteines essencials per a la integritat de les
unions hermetiques (tight junctions) (Antonet-
ti et al., 1999), o també mitjancant I’augment
del transport vesicular (Hofman et al., 2000).
Diversos estudis han subratllat el paper critic
del NO en la permeabilitat vascular induida
pel VEGF, i també en 1’angiogenesi (Parenti et
al., 1998; Fukumura et al., 2001).

El paper essencial del VEGF en la neovas-

cularitzacié retinal ha impulsat el desenvo-
lupament d’inhibidors del VEGF en estudis
experimentals. Per tal d’evitar els efectes col-
laterals sistémics, s’ha fet servir 'administra-
ci6 intravitria d’agents anti-VEGE, en lloc de
I'administracié sistemica. Hi ha hagut diver-
sos estudis preclinics, en els quals s’han fet
servir diverses estrategies, tals com la neu-
tralitzacié mitjangant anticossos monoclonals
(Adamis et al., 1996), I'is d’oligonucleotids
antisentit per a inhibir I'expressié del VEGF
(Robinson et al., 1996), o el blocatge dels recep-
tors del VEGF mitjangant proteines receptores
quimeriques (Aiello et al., 1995). Per tal com
la PKC-$ és especialment elevada en la dia-
betis i esta involucrada en la transduccié de
senyals dels receptors del VEGEF, hi ha hagut
intents d’inhibir la neovascularitzacié retinal
mitjancant inhibidors de la PKC-8 en models
animals (Danis et al., 1998; Seo et al., 1999;
Saishin et al., 2003). Els resultats d’un assaig
clinic en qué es va fer servir ruboxistaurina
van mostrar l'efectivitat d"aquest inhibidor de
la PKC-g (Eli Lilly) en la reducci6 de la perdua
visual (Milton et al., 2003).

A més de la ruboxistaurina, actualment te-
nim dos agents anti-VEGF sota investigaci6
clinica: el ranibizumab (un anticds monoclo-
nal anti-VEGF humanitzat i recombinant) i el
pegaptanib (un aptamer anti-VEGF pegilat).
El ranibizumab (rhu-Fab V2, Lucentis, Genen-
tech, Inc., San Francisco, CA) uneix les quatre
isoformes del VEGF in’inhibeix la permeabili-
tat vascular i I'angiogeénesi. Actualment es du-
en a terme les proves cliniques en fase III, amb
la utilitzacié6 de l’administracié intravitria
en la degeneracié macular relacionada amb
'edat (age-related macular degeneration, ARMD)
amb neovascularitzacié coroidal. El pegapta-
nib (Macugen, Eyetec Pharmaceuticals, Inc,
Nova York) uneix i bloca l’activitat de la iso-
forma VEGF-165, i recentment s’ha informat
de l'efectivitat de 1’administracié intravitria
per a ’ARMD neovascular (Gragoudas ef al.,
2004). A més, la inclusi6 per a les proves cli-
niques en fase IIb pel tractament de 'edema
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macular diabetic va acabar el juliol de 2003; i
les dades preliminars sén prometedores. Tan-
mateix, i pel que coneixem, no hi ha cap estudi
en marxa pel tractament o la prevenci6 de la
PDR.

Per acabar, cal tenir en compte que 1'ts de la
terapia genica intravitria ha obert noves vies
per al tractament de la PDR. De fet, la tera-
pia génica ofereix certs avantatges: 1) 1'ull és
accessible, i es tracta d’un lloc immunopro-
vilegiat; 2) el lliurament intravitri de vectors
virics, que codifiquen agents antiangiogenics,
en permet la produccié local al llarg d"un peri-
ode prolongat de temps, i d’aquesta manera es
redueix la freqiiéncia de les injeccions intravi-
tries o parenterals; 3) es pot avaluar 1'efecti-
vitat del tractament de manera no invasiva i
4) s’eliminen la toxicitat sistémica i els efectes
collaterals que resulten de la inhibici6é de I’an-
giogenesi sistémica durant un periode llarg de
temps. En aquest punt, s’han dut a terme amb
éxit estudis experimentals amb vectors virics
que codificaven receptors solubles del VEGE,
per blocar-ne 'activitat.

EL FACTOR DE CREIXEMENT
SEMBLANT A LA INSULINA

El factor de creixement semblant a la insuli-
na (Insulin-like growth factor 1, IGF-1) estimula
el creixement, la diferenciacié i el metabolis-
me de diferents tipus cellulars, i té un pa-
per important en el creixement embrionari i
postnatal. A més, els seus nivells sistémics
regulen la secrecié de I'hormona del creixe-
ment (GH) mitjancant retroalimentacié nega-
tiva (Le Roith et al., 2001). L'IGF-1 se sintetitza
en el fetge i, en menor mesura, en teixits no
hepatics. Diversos estudis in vitro han mos-
trat ’expressi6 de I'IGF-1 en céllules endoteli-
als microvasculars, pericits i cellules epitelials
pigmentaries de la retina (retinal pigment epit-
helial cells, RPE). A més, s’ha trobat expressi
de I'IGFR-1 en cultius de cellules endoteli-
als de retina humana (human retinal endothelial

cells, HREC) i RPE (Ocrant et al., 1991). Tam-
bé, les IGFBP son sintetitzades per cellules
de la retina (Giannini et al., 1997). Aquests
descobriments suggereixen que el complex
IGF-1/1GF-1R/IGFBP participa en esdeveni-
ments fisiologics que tenen lloc a la retina. De
fet, I'IGF-1 i els seus analegs allarguen la su-
pervivencia de les céllules neuroretinals i de
les HREC sota condicions d’hipoxia, depriva-
ci6 de serum o concentracions altes de glucosa
(Seigel et al., 2000; Wilson et al., 2001). Recen-
ment, Hellstrom et al. (1999) van examinar la
morfologia de vasos de la retina mitjancant
l'analisi digital de fotografies del fundus ocu-
lar preses de pacients amb defectes genetics
en l'eix GH/IGF-I1nivells baixos d'IGF-I. Van
demostrar que els pacients tenien una vascu-
laritzaci6 de la retina significativament menor
i, aixi van provar que I'IGF-I era critic per a
la vascularitzacié normal de la retina humana.
En aquest punt, vam trobar que la contribucié
de I'IGF-I lliure en I'I'IGF-I total en I'’humor
vitri era del 42% en els controls no diabe-
tics. Aquest percentatge sobrepassava en gran
mesura el que s’havia obtingut en sérum (<
1 %) i, per tant, suggeria no solament que una
quantitat significativa de 'lGF-1 lliure es pro-
duia intraocularment, siné que també tenia un
paper important en ’homeostasi de la retina
(Sim6 et al., 2003).

Encara que s’ha insistit molt en el paper ac-
celerador de I'IGF-1 seric en el desenvolupa-
ment de la retinopatia diabética, els resultats
dels estudis clinics han estat controvertits, i el
concepte no ha estat recolzat per estudis cli-
nics d’intervencié (Janssen ef al., 2000). Més
important que els nivells circulants de 1'IGF-
1 és la produccié intraocular. Diversos tipus
de céllules de la retina, com ara les endoteli-
als o les RPE, expressen a la vegada I'IGF-1 i
el seureceptor, i aquesta expressio és indepen-
dent dels nivells de GH. S’ha vist que I'IGF-1
injectat per via intravitria indueix la neovas-
cularitzaci6 de la retina en conills (Grant et al.,
1993) i en porcs (Danis et al., 1997), i que també
indueix el collapse de la barrera hematoretinal
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en rates (Poulaki ef al., 2004). Recentment, Ru-
berte et al. (2004) van demostrar que uns rato-
lins transgenics que sobreexpressaven I'IGF-1
en la retina desenvolupaven la majoria de les
alteracions observades en la malalties de 1'ull
diabetic huma, i que la neovascularitzaci6 era
conseqiient amb la induccié incrementada per
I'IGF-1 de l'expressi6 del VEGF en les cellules
glials de la retina. Tanmateix, s’ha de tenir en
compte que en tots aquests estudis 'IGF-1 va
ser administrat en dosis suprafisiologiques i
en models animals no diabetics. Diversos au-
tors, de fet, no han observat efectes mitogenics
quan I'IGF-1 s’afegia en concentracions fisi-
ologiques a cellules endotelials de la retina
cultivades. Mc Bain et al. (2003) van exami-
nar els efectes de la concentracié de glucosa
en la resposta de les BREC a I'IGF-1, i van
trobar que I'IGF-1 fa pujar significativament
el creixement cellular en les BREC exposades
a baixos nivells de glucosa (5 mmol/l), pero
no en les que eren exposades a alts nivells
(20 mmol/1). A més, s’ha demostrat en ra-
tes que tant la hipoxia (Averbukh et al., 1998)
com la diabetis (Lowe et al., 1995) produien
una devallada significativa en els nivells de
I'mRNA de I'IGF-1 de la retina; també s’ha
vist que tant la proteina immunoreactiva com
I'mRNA de I'IGF-1 es reduien en casos de
HREC d’origen diabetic, en comparacié amb
cultius no diabetics de HREC (Spoerri et al.,
1998). Gerhardinger et al. (2001) van infor-
mar d'una disminuci6 tres vegades superior
en els nivells de mRNA de I'IGF-1 en retines
obtingudes post mortem de donants humans
diabetics, amb, suposadament, només una mi-
croangiopatia retinal incipient, comparat amb
retines de donants no diabetics, emparellats
pel que fa a I'edat. A més, encara que es van
trobar nivells elevats d'IGF-1 en '’humor vitri
de pacients diabétics amb PDR, varem demos-
trar que la difusi6 serica era el factor principal
quejustificava aquest increment (Burgos et al.,
2000; Sim6 et al., 2003) i que hi havia un defi-
cit d'IGF-1 lliure en I'humor vitri dels pacients
amb PDR, comparat amb els pacients control,

no diabetics. Aquests descobriments sugge-
reixen que en pacients amb PDR hi ha una
produccié més baixa d’IGF-1 lliure per part de
la retina (Simo et al., 2003). A més, no es va
observar cap relacié entre 'lGF-1 lliure intra-
vitriil'activitat de la PDR o el VEGF intravitri
(Simo et al., 2002). Recentment Kondo et al.
(2003), fent servir el model OIR, han demos-
trat que els ratolins amb una genoanullacié
especifica en cellules de l'endoteli vascular
pel receptor de I'IGF-1 (VENIFARKO) només
mostraven un 34 % de reducci6 en la neovas-
cularitzaci6, comparat amb el ratoli salvatge, i
mostraven una reduccié molt lleu en el VEGF,
eNOS i I'endotelina 1. Aquests resultats, pre-
sos en conjunt, suggereixen que, encara que
I'IGF-1 participa en la patogeénesi de la retino-
patia diabetica, no és 'efector principal de la
neovasculatitzacié ocular, i el seu paper con-
cret encara s’ha d’establir.

Estudis pilot recents que fan servir analegs
de SS en pacients amb RDP inicial o retino-
patia diabetica severa no proliferativa revelen
una incidencia disminuida de la progressi6 a
PDR que necessita tractament de laser pan-
retinal o cirurgia vitreoretinal (Boehm et al.,
2001). Actualment es porta a terme un gran as-
saig clinic multicéntric amb un analeg de SS
de llarga durada (Sandostatin LARO, Novar-
tis Pharmaceutical), i sembla que els resultats
podrien encetar una estratégia nova en el trac-
tament de la retinopatia diabetica. Tanmateix,
el mecanisme principal que justifiqués la uti-
litat potencial dels analegs de SS en el tracta-
ment de la retinopatia diabetica podria estar
relacionat amb les seves propietats antiangi-
ogeniques, més que amb la seva capacitat de
disminuir els nivells d’IGF-1 en circulacié.

EL FACTOR DE CREIXEMENT
DERIVAT DE LES PLAQUETES

El factor de creixement derivat de les pla-
quetes (Platelet-derived growth factor, PDGF),
una proteina purificada originariament a par-
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tir de plaquetes humanes, és sintetitzat per
molts tipus cellulars diferents, incloent-hi la
retina (Heldin ef al., 1999). Juntament amb els
VEGEF, els PDGF formen una familia de fac-
tors de creixement amb un domini de factor
de creixement altament conservat, 1’anome-
nat domini d’homologia PEDGF/VEGF. Les iso-
formes PDGF produeixen els seus efectes en
cellules diana mitjangant 1’activaci6 de dos re-
ceptors tirosina-cinasa proteinics relacionats
estructuralment (receptors o i ) (Matsui et al.,
1989).

El PDGF ha estat implicat en la PDR, i tam-
bé en la vitreoretinopatia proliferativa (PVR).
S’ha vist que el PDGF actua com un factor de
creixement paracri per a cellules RPE en cul-
tiu, que n’estimula la proliferaci6 i la quimio-
taxi (Campochiaro et al., 1994), i que mitjanca
la contracci6 del teixit fibrovascular que pro-
dueix el despreniment de retina (Carrington et
al., 2000). A més, el PDGF-B indueix l'expres-
si6 del’endotelina 1 en pericits cultivats de re-
tina bovina. A part, l'expressié de l’endotelina
1, induida pel PDGEF-B en ratolins diabetics, és
inhibida per inhibidors de PKC (Yokota et al.,
2003). Diversos estudis immunocitoquimics
han mostrat la presencia de PDGF i els seus re-
ceptors en les membranes epiretinals en casos
de retinopatia diabetica (Robbins ef al., 1994).
També, s’han descrit nivells incrementats de
PDGF en I'humor vitri de pacients amb PVR
i PDR (Freyberger et al., 2000). En ratolins di-
abétics, no s’ha trobat que 1'expressi6 retinal
de]'mRNA del PDGEF-B estigui incrementada,
i un tractament amb l'inhibidor especific de
la isoforma PKC-f (LY333531) va normalitzar
I'expressié del PDGF-B (Yokota et al., 2003).
Tanmateix, altres autors han trobat una reduc-
ci6 en els nivells de 'mRNA del PDGF-B en la
retina de ratolins diabetics (Cox et al., 2003).

La hipoxia i la hiperglucemia incrementen
la produccié de PDGF en cellules endotelials
vasculars humanes i pericits bovins cultivats
(Mizutani et al., 1995). El PDGF-B és un factor
de supervivencia potent per a la microvas-
culatura retinal, en general i per als pericits,

en particular. De fet, quan s’indueix la diabe-
tis en ratolins transgenics amb només un allel
funcional per al PDGF, hi ha una perdua ma-
jor de pericits retinals, en comparaci6é amb els
controls salvatges diabetics, que afavoreixen
el desenvolupament de vasos sanguinis nous
(Hammes et al., 2002). La inhibicié del PDGF
en un model de ROP promou la pérdua de pe-
ricits i incrementa I'expressi6 retinal del VEGF
iel VEGF-2 (Wilkinson-Berka et al., 2004). Perod
també, la sobreexpressié del PDGF-A en la re-
tina condueix a una proliferacié no vascular
de les cellules glials, semblant al que ocor-
re amb la PVR humana (Mori et al., 2002). A
més, els ratolins transgenics que mostren so-
breexpressié6 del PDGF-B desenvolupen una
proliferacié de cellules entotelials, pericits i
cellules glials que menen a un despreniment
de retina de traccid, tal com es veu en els es-
tadis finals de la retinopatia diabética. Tanma-
teix, sembla que el PDGF actua com factor de
supervivencia, i és necessari per a la vascula-
ritzacié normal de la retina; la sobreexpressio,
pero, pot ser deleteria i, en conseqiiéncia, pot
ser un mitjancer clau en la patogenesi de la
PDR. Ikuno et al. (2002), han mostrat recent-
ment l’atenuaci6 significativa dela PVR en un
ratoli model, amb 1'expressié d'un retrovirus
d’un receptor aPDGF negatiu dominant (una
versié truncada del receptor).

EL FACTOR DE CREIXEMENT BASIC
DEL FIBROBLAST

El factor de creixement basic del fibroblast
(Basic fibroblast growth factor, bFGF), o FGF-2
és el membre prototip de la familia dels FGEF,
que conté més de vint proteines d’'uni6 hepa-
rina relacionades estructuralment i, tal com el
VEGE, és un dels inductors més potents de
I'angiogenesi (Bikfalvi et al., 1997). En la reti-
na, s’ha informat de 'expressi6 de I'FGF-2 en
les capes nuclears interna i externa del gan-
gli, les membranes basals de les céllules de
Miiller, vasos sanguinis i céllules RPE (Ohsa-
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to et al., 1997). Els receptors de I'FGF estan
distribuits ampliament al llarg de la neurore-
tina, i els fotoreceptors son les cellules en les
quals I'expressié és més abundant (Cornish et
al., 2004). Rousseau et al. (2003) han informat
recentment que es van inhibir 1’angiogenesi
coroidal i la vascularitzacié retinal en rato-
lins que sobreexpressaven un FGFR-1 truncat
i aixo, per tant, suggereix que la senyalitzacié
de I'FGF-2 havia participat en la vascularitza-
ci6 fisiologica de la retina. Tanmateix, hi poca
informaci6 relativa al paper de I'FGF en la
retinopatia diabetica. La informacié sobre els
nivells intravitries de FGF és discutida (Siva-
lingam et al., 1990; Cassidy et al., 1998). En
el seu estudi amb ratolins genoanullats per a
I'FGEF-2 i ratolins transgenics que sobreexpre-
saven 1'FGF-2, Ozaki et al. (1998) van mostrar
que 'FGF-2 no era necessari ni suficient per al
desenvolupament de la neovascularitzaci6 re-
tinal. Tobe et al. (1998) també van demostrar
que l'eliminacié del gen de I'FGF no preve-
nia la neovascularitzacié coroidal després de
la ruptura induida per laser de la membrana
de Bruch en un model muri. A més, s’ha vist
que el paper de I'FGF en el procés angioge-
nic és altament dependent de la coexpressio
d’altres factors de creixement, com el VEGF.
A part, sembla que 'FGF-2 només és angio-
genic quan esta acompanyat de dany cellular
que supera els mecanismes de segrestament
cellular (Yamada, 2000). Com que el dany cel-
lular existeix realment en la retina diabeética, es
pot postular que esta garantida la participacié
de I'FGF-2 en la patogenesi de la PDR.

FACTOR DE CREIXEMENT
DE L’HEPATOCIT

El factor de creixement de 1'hepatocit (He-
patocyte growth factor, HGF), també anomenat
scatter factor, és una citocina multipotencial,
sintetitzada principalment pel fetge. Regula el
creixement i la motilitat cellular i la morfo-
genesi de diversos tipus cellulars, i també és

un factor angiogenic potent (Grierson et al.,
2000). HGEF assenyala i té com a dianes cel-
lules epitelials i endotelials de manera para-
crina, mitjangant el seu receptor de superficie
c-Met amb alta afinitat, un receptor tirosina-
cinasa. Les cellules endotelials vasculars, els
fibroblasts, les cellules glials i les cellules RPE
tenen l'habilitat de produir i alliberar HGF
(Grierson et al., 2000). Tanmateix, el paper de
I’'HGE, tant en 'ull sa com en el malalt, encara
comenca només a esbrinar-se.

Diversos autors han informat de nivells ele-
vats de HGF en '’humor vitri de pacients amb
PDR (Katsura et al., 1998; Nishimura et al.,
1999; Umeda et al., 2002). Vam trobar nivells
de HGF vint-i-cinc vegades més alts en I'hu-
mor vitri que en el séerum en pacients amb
PDR, i no es va trobar cap relaci6 entre les
concentracions intravitria i sérica (Cantén et
al., 2000). Aquests descobriments suggereixen
que la sintesi intraocular pot ser un factor que
contribueix significativament als nivells intra-
vitris elevats de HGF observats en pacients
amb PDR.

Tanmateix, hem de recalcar que també vam
detectar uns nivells de HGF 8,5 vegades més
grans en I’humor vitri que en el serum d’indi-
vidus control no diabetics (Cantén et al., 2000).
Ja que I'HGF és essencial en el guariment de
les ferides, els nivells elevats de HGF intravi-
tri detectats en el grup control probablement
reflectien la participacié de I'HGF en la rege-
neraci6 histologica i la reparacié de malalti-
es oculars, sense neovascularitzacio retinal. A
més, Briggs et al. (2000) van informar de grans
quantitats de HGF en les mostres vitries obtin-
gudes d’ulls després de la mort dels donants,
amb un nivell mitja més de tres cops superior
al nivell del serum del nostre estudi. A part,
sembla que 'HGF participa en ’homeostasi
retinal. En aquest punt, cal tenir en compte
que 'HGF pot actuar com un factor antiapop-
totic per a cellules endotelials i pot prevenir la
mort de la cellula endotelial induida tant per
la privacié de serum (Yo et al., 1998), per con-
centracions altes de glucosa (Morishita et al.,
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FiGgura 1. Transferencies Western representatives que mostren
I’expressi6 diferencial de HIF- i VEGF en I’humor vitri (30 ug
de vitri homogenitzat) de pacients diabetics amb PDR i individus
control no diabétics.

1997), o per hipoxia (Yamamoto et al., 2001). A
més, s’ha vist que les injeccions intravitries de
HGF recombinant huma (rhHGF) sén neuro-
protectores en un model muri de lessio retinal
per isquémia-reperfusio,. Per tant, 'HGF es
pot considerar com un factor neurotrofic que
és sintetitzat fisiologicament per la retina.
Recentment, hem trobat que els nivells de
HGEF per mg de proteines intravitries eren més
baixos en pacients diabétics que en individus
no diabeétics, i no s’ha trobat relacié entre els
nivells intravitris de HGF i l'activitat de la
retinopatia (Simo et al., 2004; Herndndez et
al., 2004). A més, encara que es va veure que
els nivells elevats de HGF estaven relacionats
amb VCAM-1, no es va trobar cap relacié en-
tre els nivells intravitris de HGF i el VEGEF. En
aquest punt, cal tenir present que, a diferéncia
del VEGE tant la concentraci6 de glucosa (Ta-
niyama et al., 2001) com la hipoxia (Hayashi
et al., 1999) disminueixen 'expressi6 de 'HGF
en cellules endotelials. En relacié amb aquests
descobriments, Matsumoto ef al. (2002) van
trobar 1'expressié de 'mRNA de I'HGF signi-
ficativament minvada en els vasos sanguinis
de rates diabetiques induides amb estrepto-
zocina, comparat amb l'expressié en rates no
diabetiques. Per acabar, no hem trobat cap di-
ferencia en l'expressié del receptor de HGF
(c-Met) en les membranes epiretinals de paci-

ents amb PDR, comparat amb les membranes
epiretinals idiopatiques (Simé et al., 2005). Tot
aixo ens mena a creure que el paper de 'HGF
podria ser més important en el procés de gua-
riment de les ferides que en la mateixa noe-
vascularitzacio.

Hi ha pocs estudis pel que fa a les estra-
tegies anti-HGF en el tractament de la PDR.
Tanmateix, un estudi recent (Nakabayashi et
al., 2003), que fa servir com a model 1’assaig
micro-pocket de cornia en conill, va mostrar
que 'HGF/NK4, un antagonista especific de
I’'HGE, redueix significativament 1’angiogene-
si induida pel VEGE.

ANGIOPOETINES

Les angiopoetines i els receptors de TIE-2
(tirosina-cinasa que conté bucles immunoglo-
bulin-like i dominis semblants al factor de crei-
xement epidérmic) constitueixen un altre sis-
tema receptor-lligand especific de celules en-
dotelials recentment identificat, que és crucial
no solament per al desenvolupament vascu-
lar, sin6 també per a I’angiogénesi postnatal
(Maisonpierre et al., 1997; Joussen et al., 2001).

L’administracié d’angiopoetina 1 intravitria
normalitza els nivells de VEGF i de la molecu-
la d’adhesi6 intercellular 1, cosa que condueix
a una reduccié en 1’adhesi6é leucocitaria, el
dany cellular endotelial i la disrupcié de la
barrera hematoretinal (Joussen et al., 2001). El
PDGE, el factor de creixement epidérmic, el
TGF-p i la hipoxia disminueixen els nivells de
I'mRNA de I'angiopoetina in vitro (Enholm et
al., 1997).

En presencia de VEGF, l'angiopoetina-2 té
un paper proangiogenic. En contrast amb ai-
x0, l'angiopoetina-2 promou la mort de les
cellules endotelials i la regressi6é vascular en
absencia de VEGF (Lobov et al., 2002). S’ha vist
que el VEGF incrementa l’expressio de 1’angi-
opoetina-2 en les BREC (Oh ef al., 1999). 1, a
més, el VEGF i l'angiopoetina-2 s’han trobat
localitzats en membranes epiretinals (Takagi
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et al.,2003). La diabetis també incrementa 'ex-
pressié del’angiopoetina en la capa de céllules
ganglionars en la retina de rates diabetiques
induides amb estreptozotocina (Ohashi et al.,
2004). Hammes et al. (2004) van demostrar que
I'increment d’angiopoetina-2 tenia un paper
critic en la perdua de pericits en la retina di-
abetica.

Takagy et al. (2003) van trobar que l’an-
giopoetina-2 i el TIE-2 estaven expressades
més notablement en les membranes epireti-
nals en alteracions retinals isquémiques hu-
manes, com la PDR, més que no pas en les
malalties retinals no isquémiques. A més, van
demostrar que la inhibici6é de TIE-2, quan es
combinava amb la inhibicié del VEGF, su-

primia l'angiogenesi retinal de manera més
eficient que la sola inhibicié del VEGEF, i aixo
suggeria que la senyalitzaci6é de TIE-2 i VEGF
podia tenir un paper potencial en l'angioge-
nesi retinal induida per isquémia. De manera
semblant, Das et al. (2003) van informar de la
inhibicié de la neovascularitzacié retinal in-
duida experimentalment en ratolins nounats,
amb la utilitzacié6 de l'antagonista de TIE-2
muTek delta Fc, i de la seva inhibici6 en corre-
lacié amb 'expressié de 'MMP-9.



206 M. GARCIA-RAMIREZ, C. HERNANDEZ, E. CARRASCO I R. SIMO

ALTRES FACTORS ANGIOGENICS
INVOLUCRATS EN LA PATOGENESI
DE LA PDR

A part del factors angiogenics esmentats
més amunt, n’hi ha molts altres que participen
en la patogenesi de la retinopatia diabetica.

El factor de creixement del teixit connec-
tiu (connective tissue growth factor, CTGF), una
citocina que estimula la proliferacié de fibro-
blasts, ’adhesi6 cellular i la produccié de ma-
triu extracellular, ha estat també identificada
com a factor angiogenic (Shimo et al., 1999),
i sembla que esta implicada en la patogene-
si de la retinopatia diabetica. S’ha vist que
els nivells de mRNA del CTGF i de proteina
s’'incrementaven en la retina de rata després
d’una diabetis induida amb estreptozotocina,
i aquest increment es podia atenuar amb 1'in-
hibidor d"ACE, el perindopril (Tikellis et al.,
2004). L'mRNA del CTGF s’expressa a alts ni-
vells en les cellules endotelials vasculars de la
retina (Wunderlich et al., 2000), i s’ha trobat en
les membranes epiretinals obtingudes de pa-
cients amb PDR (Hinton et al., 2002). A més,
el contingut en fragments NH2-terminals de
CTGD s’incrementa en ’humor vitri en paci-
ents amb PDR activa (Hinton et al., 2004).

El factor 1 derivat de cellules de l'estro-
ma (SDF-1), la quiomiocina principal que mo-
bilitza les HSC i les EPC (circulating endo-
thelial progenitor cells) (Ceradini et al., 2004),
s’ha vist que esta involucrat en el desenvo-
lupament de la retinopatia diabetica. L'SDEF-
1 actua conjuntament amb el VEGF i produ-
eix el segrestament de progenitors endotelials
de llocs apartats, tals com la medulla ossia i
la retina isquemica (Grant et al., 2004). But-
ler et al. (2005) van mostrar que els nivells
de SDF-1 intravitris s’incrementaven en pa-
cients diabetics amb edema macular o PDR.
A més, en el model muri de retinopatia dia-
beética, les injeccions intravitries d’anticossos
blocadors de I'SDF-1 prevenien la neovascu-
laritzacié retinal, fins i tot en presencia de
VEGE. Finalment, el mateix grup d’investiga-

dors va trobar una devallada drastica en els
nivells intravitris tant de SDR-1 com de VEGF
després de la injecci6 intravitri de triamcino-
lona (Butler et al., 2005). Agafades en conjunt,
aquestes dades demostren que I'SDF-1 té un
paper principal en la PDR i pot ser un objec-
tiu ideal amb vista a la seva prevencié.

Altres factors angiogenics, com 1’angiogeni-
na (Ozaki et al., 1996) i les citocines proinfla-
matories, també tenen un paper essencial en la
patogenesi de la retinopatia diabética (Joussen
et al., 2001; Joussen et al., 2000). Recentment
hem proporcionat proves de l'increment en
les citocines proinflamatories IL-8 i MCP-1
en I'humor vitri de pacients diabetics amb
PDR, sense un increment en la citocina an-
tiinflamatoria IL-10 (Hernandez et al., 2005).
Aquests resultats subratllen la participacio de
la inflamaci6 en els esdeveniments patogenics
que condueixen a la PDR. Tanmateix, calen es-
tudis futurs que explorin els canvis potencials
en les citocines proinflamatories després de la
injecci6 intravitria de farmacs antiinflamatoris
esteroideus.
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