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ABREVIATURAS

NO: Oxido nitrico.

3CI-Tyr: 3-cloraotirosina.

3-NO-Tyr: 3-nitrotirosina.

4-HNE: 4-hidroxinonenal.

8-OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina.

8-o0x0dG: 8-0x0-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina.

AA: Acido araquidénico.

ACE: Enzima convertidora de angiotensina (angiotensin-

converting enzyme).

AGEs: Productos finales de glucosilacion avanzada (advanced

glycation end products).

AGPI: Acidos grasos poliinsaturados.

Ang Il: Angiotensina 2.

ATIR: Receptor de angiotensina tipo 1.

AT2R: Receptor de angiotensina tipo 2.

ATP: Trifosfato de adenosina (adenosine triphosphate)
BAB: Barrera hematoacuosa (blood aqueous barrier).
BHE: Barrera hematoencefélica.

BRB: Barrera hematorretiniana (blood retinal barrier).



BSA:

CAT:

CNE:

CNI:

DAG:

DAPI:

DM:

DML

DM2:

EMD:

EPR:

ETDRS:

FN:

FPR:

FR:

GAPDH:

GDRPG:

GFAT:

Albumina de suero bobino (bovine serum albumin).
Catalasa.

Capa nuclear externa.

Capa nuclear interna.

Diacilglicerol.

4 ,6-diamidino-2-feniindol, diclorhidrato.
Diabetes mellitus.

Diabetes mellitus tipo 1.

Diabetes mellitus tipo 2.

Edema macular diabético.

Epitelio pigmentario de la retina.

Estudio del tratamiento precoz de la retinopatia

diabética (Early Treatment Diabetic Retinopaty Study).
Fibras nerviosas.

Fotocoagulacion panretiniana.

Capa fotoreceptora.

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

Grupo mundial de proyectos de retinopatia diabética

(Global Diabetic Retinopathy Proyect Group).

Fructosa-6-fosfato amidotransferasa.



GLP1R:

GlucN-6-P:

GPx:

GR:

GSH:

GSSG:

H4B:

HbACc1:

HCIO:

HG:

HIF-1a:

HPLC-MS/MS:

HREC:

HRP:

iBRB:

IL-1p:

IPL:

Receptor del péptido 1 similar al glucagén (glucagon-
like peptide-1).

Glucosamina 6-fosfato.
Glutation peroxidasa.
Glutation reductasa.
Glutation reducido.
Disulfuro de glutation.
Histona 4B.

Hemoglobina glicosilada.
Acido hipocloroso.

Alta glucosa (high glucose).

Factor inducible por la hipoxia-1 (hypoxia inducible

factor).

Cromatografia liquida-espectrometria de masas (Liquid

chromatography—mass spectrometry).

Células endoteliales de retina humana (Human Retinal
Endothelial Cells).

Pericitos de retina humana (Human Retinal Pericytes).

Barrera hematorretiniana interna (inner blood-retina

barrier).
Interleucina-1p.

Capa plexiforme interna.



IsoPs:

LOO":

LOOH:

MDA:

NF-kB:

NOS:

NQOL:

NRF2:

0BRB:

OGT:

OH":

ONCE:

ONOO™

PDGF:

Phe:

PKC:

Isoprostanos.

Radical lipidico.
Peroxido de lipidos.
Hidroperdxido de lipido.
Malondialdehido.
Factor nuclear kappa B.
Oxido nitrico sintasa.

NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 (NAD(P)H
Quinone Dehydrogenase 1).

Factor nuclear eritroide 2.

Radical superoxido.

Barrera hematorretiniana externa (outer blood-retinal

barrier).

ON-Acetil-GluN transferasa.

Radical hidroxilo.

Organizacion Nacional de Ciegos Espafioles.
Peroxinitrito.

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet

derived growth factor).
Fenilalanina.

Proteina quinasa C (protein kinase C).



PLE:

PMA:

PRR:

Pter:

RAGE:

RAS:

RD:

RDNP:

RDP:

Resv:

RL:

RNS:

ROS:

SOD:

SOD2:

SOG:

STZ:

TJs:

TNF-a:

Capa plexiforme externa.

Forbol 12-miristato 13-acetato.

Receptor (pro) renina.

Pterostilbeno.

Receptor para el producto final de glicacién avanzada.

Sistema renina-angiotensina (renin—angiotensin

system).

Retinopatia diabética.

Retinopatia diabética no proliferativa.
Retinopatia diabética proliferativa.
Resveratrol.

Radicales libres.

Especies reactivas de nitr6geno (reactive nitrogen

Species).

Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species).
Superéxido dismutasa.

Superéxido dismutasa mitocondrial.

Sobrecarga oral de glucosa.

Estreptozotocina.

Uniones estrechas (tight junctions).

Factor de necrosis tumoral alfa.



UDP-GIcNACc:

VEGF:

VLEG:

v-Glu-Cys:

Difosfato uracil-N-acetilglucosamina.

Factor endotelial de crecimiento vascular (vascular

endothelial growth factor).

Grupo de expertos en pérdida de la vision (Vision Loss
Expert Group).

y-glutamilcisteina.
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RESUMEN

La Organizacién Mundial de la Salud estima que el nimero de pacientes
diabéticos se ha multiplicado por cuatro en los Gltimos cuarenta afios. El estrés
oxidativo generado por la diabetes y el mal control metabdlico, juegan un papel
clave en el desarrollo de la retinopatia diabética (RD), una complicacion
diabética comln que genera pérdida de vision y en el peor de los casos, ceguera.
La gran problematica de esta patologia reside en que permanece asintomatica
hasta que alcanza estadios avanzados, complicAndose asi su tratamiento. Otro
contratiempo afadido a la RD son los inconvenientes en sus tratamientos. Las
inyecciones intravitreas anti-VEGF o la fotocoagulacion con l&ser. Estos
presentan una administracién incomoda para los pacientes, ademas de
numerosos efectos secundarios a largo plazo. Por ello es importante enfocar la
investigacion en la prevencion de esta enfermedad con la busqueda de terapias

alternativas.

El presente estudio muestra al pterostilbeno (Pter), un estilbeno natural
con gran actividad antioxidante y con efectos beneficiosos en diferentes
patologias, incluida la diabetes, como un tratamiento preventivo del desarrollo
de RD. Para este trabajo se marcaron como objetivos analizar la capacidad
protectora y/o terapéutica del Pter frente a las alteraciones retinianas inducidas
por la hiperglucemia, y su posible mecanismo de accién en un modelo
experimental animal de diabetes tipo I. Para ello se realizaron ensayos in vitro
en diferentes lineas celulares de origen retiniano, e in vivo en conejos New

Zealand con diabetes tipo | inducida.

El Pter protegié las retinas de los conejos diabéticos contra el dafio
inducido por altos niveles de glucosa en sangre. El polifenol redujo el dafio

oxidativo de lipidos y proteinas, disminuy6 la neurotoxicidad retiniana, y



recupero la actividad de las principales enzimas antioxidantes, mejorando de esta
manera el estado redox. Ademas, la regulacién redox por Pter se asoci6 con la
activacion de la via PI3K/AKT/GSK3B/NRF2 y la inhibiciéon de ERK1/2.
También se presenta al Pter como un agonista GLP1R, que es capaz de inducir
la activacion de esta via protectora. Nuestros resultados muestran, por tanto, que
el Pter es un poderoso agente protector que puede retrasar el desarrollo temprano
de laRD.
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1. DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) se define como un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por una hiperglucemia crénica, consecuencia de una
deficiencia en la accién y/o secrecion de insulina por parte del péancreas
(Kharroubi y Darwish 2015).

Segun los ultimos datos publicados por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) a fecha de 2018, el numero de personas que presentan DM ha
pasado de 108 millones en 1980, a 422 millones en 2014, y la prevalencia en
adultos mayores de 18 afios del 4,7% al 8,5%. Se valora que la DM, de forma
directa, causo 1,6 millones de muertes en 2016, estimandose que fue la séptima
causa de mortalidad (OMS 2020).

Por su parte, la Federacion Internacional de Diabetes estimé en 2015
gue la prevalencia de DM en la poblacién mundial de 20 a 79 afios era de un
8,8% y que generaba un gasto de 587.000 millones de €. Se estima que en la
actualidad hay 451 millones de personas adultas con DM y que ocasiona 5
millones de muertes entre causas directas e indirectas (Ruiz-Garcia et al. 2019).
Es la tercera causa de muerte entre las mujeres espafiolas y la séptima entre los
varones (Ruiz-Ramos et al. 2006). Para el afio 2040 se prevé que un 10,4% de la
poblacién mundial (642 millones de personas) tendrd DM y que generara un
gasto en salud de mas de 660.000 millones de € (Ruiz-Garcia et al. 2019).

En Espafia, segun el estudio SECCAID (del inglés Spain estimated cost
Ciberdem-Cabimer in Diabetes), el coste directo anual de la DM fue de 5.809
millones de €, que resultd el 8,2% del gasto sanitario. Los costes farmacol6gicos
representaron el 38% de este gasto, sequido de un 33% los hospitalarios. Los
costes de la DM en atencién primaria (consumo de tiras reactivas,
determinaciones trimestrales de HbAlc (hemoglobina glicosilada), una visita

anual a oftalmologia, 8 visitas anuales con enfermeria y 4 con el médico de



familia) fue de 1.463 millones de €. El coste total de complicaciones en general
fue de 2.143 millones de € (Crespo et al. 2013; Ruiz-Garcia et al. 2019).

Los costes de la DM representan una proporcion muy elevada del total
del gasto sanitario espafiol, siendo imprescindible introducir estrategias y
medidas para mejorar la eficiencia en el control y el tratamiento de la DM para
reducir asi sus complicaciones y los enormes costes humanos y econémicos

asociados a la enfermedad.

1.1 Tipos de diabetes mellitus

La DM es un trastorno metabolico complejo que se asocia con
resistencia a la insulina, sefializacion de insulina alterada, disfuncion de las
células B, niveles anormales de glucosa, metabolismo lipidico alterado,
inflamacidn subclinica y aumento del estrés oxidativo (Testa et al. 2016). La
mayoria de los casos de diabetes pueden encuadrarse en dos grandes categorias:
DM tipo 1 (DM1), un trastorno autoinmune cronico en el que el sistema
inmunitario ataca las células B pancreéticas, lo que resulta en un déficit absoluto
en la secrecion de insulina, hiperglucemia crénica y complicaciones a largo
plazo, y DM tipo 2 (DM2), cuya causa es una combinacion entre una resistencia
a la accion de la insulina y una respuesta compensatoria de insulina inadecuada
e hiperglucemia (C. Chen etal. 2017; T. Wu etal. 2018). No obstante, la
clasificacion de la diabetes en un individuo concreto depende a menudo de las
circunstancias presentes en el momento del diagnéstico, por lo que en muchas

ocasiones es dificil la clasificacion dentro de un solo grupo.



1.2 Complicaciones de la diabetes mellitus: Retinopatia

diabética

Las complicaciones de la DM son la principal causa de discapacidad y
muerte en los pacientes diabéticos (H. Chen et al. 2018). Estas pueden dividirse
en complicaciones agudas y cronicas. Las complicaciones agudas incluyen
hipoglucemia, cetoacidosis diabética, estado hiperosmolar hiperglucémico,
coma diabético, convulsiones o pérdida de conciencia. La hiperglucemia cronica
de la DM se asocia con dafio y disfuncidén a largo plazo de diferentes 6rganos,
relacionandose con complicaciones especificas como retinopatia diabética (RD)
con pérdida potencial de vision, nefropatia que conduce a insuficiencia renal, y
neuropatia autonémica, causando sintomas gastrointestinales, genitourinarios y
cardiovasculares, y predispone al riesgo de Ulceras en los pies y amputaciones
(American Diabetes Association 2014). Ademas, los pacientes con DM
presentan un aumento en la incidencia de la enfermedad arteriosclerdtica
cardiovascular, enfermedad arterial periférica y cerebrovascular (Strain y
Paldanius 2018). La DM también se ha asociado a un aumento de los indices de

cancer (Carstensen, Jargensen, y Friis 2014).

La RD es la enfermedad ocular diabética mas comun. Esta se da cuando
hay cambios en los vasos sanguineos en la retina. Esta complicacion
neurovascular es consecuencia de la exposicion a la hiperglucemia cronica. La
pérdida del control homeostatico glucémico puede afectar a todas las estructuras
anatémicas oculares, sin embargo, la retina es especialmente sensible, por lo que
es la estructura ocular mas afectada en el desarrollo de la RD (Aiello, Silva, y
Sun 2012; Wong et al. 2016).

Generalmente afecta a ambos 0jos y las personas que la padecen no se
dan cuenta de los cambios en su vision durante las primeras etapas de la

enfermedad, pero a medida que avanza causa una pérdida de vision que en



muchos casos no puede revertirse (American Academy of Ophthalmology 2019).
Si bien la mejor atencién de la DM ha mejorado los resultados, la enfermedad

sigue siendo una importante y frecuente causa de ceguera.

1.2.1 Epidemiologia e impacto econémico sociosanitario de la

retinopatia diabética

Con la creciente incidencia global de DM tanto en paises desarrollados
como en desarrollo, la RD también ha aumentado su prevalencia. Si tomamos
como referencia los datos aportados por la OMS de 422 millones de personas
afectadas por DM en todo el mundo (OMS 2020), se estima que al menos un
tercio de ellas muestra evidencia de RD. Esta patologia esta presente en el 21%
de los diabéticos en el momento del diagndstico de la DM, siendo ademas la
causa principal de ceguera en el mundo occidental entre la poblacion adulta de
20 a 74 afos (Pedro-Botet, Benaiges, y Pedragosa 2012). Poniendo a EE.UU
como ejemplo, la RD causa entre 12.000-24.000 nuevos casos de ceguera cada
afio (Centers for Disease Control and Prevention 2020). El riesgo relativo de
padecer ceguera es 20 veces mayor entre la poblacion con diabetes, y
aproximadamente el 2% de los pacientes diabéticos perderan la vision
completamente después de 15 afios y el 8% presentard algin grado de RD
(Gomez-Ulla et al. 2002).

En referencia a Espafia, la RD sigue siendo una importante causa de
ceguera. Entre las personas con DM, la prevalencia oscilaentre el 4 y el 11%.La
RD proliferativa (RDP) entre el 4 y el 6% y del edema macular diabético (EMD)
entre el 1,4 y el 7,9% en la poblacion diabética (Vila, Viguera, y Aleman 2008).
Segun la Organizacion Nacional de Ciegos Espafioles (ONCE), entre el total de
sus afiliados, el 5,3% padece RD, y ocupa el quinto lugar entre las causas mas

frecuentes de ceguera o disminucidn de la vision (ONCE 2019).



La RD representa un alto coste social y sanitario. Si bien es cierto que
como enfermedad cronica carece de influencia sobre la mortalidad de los
pacientes diabéticos, si perjudica notablemente su calidad de vida, tanto a nivel
psicolégico y funcional, como laboral. A pesar de la prevalencia en aunmento de
la enfermedad, es dificil estimar su carga econdmica real. Este gasto se estima a
través de la combinacion entre el coste médico anual en el tratamiento de la
diabetes, asi como de sus complicaciones asociadas. A estos hay que sumar la
pérdida en la productividad laboral (Lopez-Bastida et al. 2013), ya que las
personas afectadas se encuentran en una época de la vida de alta productividad.

Con todo ello, se hace necesario la vigilancia de los cambios en los
parametros de salud pablica para implementar mejoras tanto en el analisis de los
efectos en las medidas tomadas como en los medios de financiacion de la salud
publica. En esta linea, el Grupo de Expertos en Pérdida de la Vision (VLEG, del
inglés Vision Loss Expert Group) se ha comprometido a monitorizar el estado de
la vision, deterioro y ceguera en el mundo cada 5 afios (IAPB Vision Atlas 2019).
Un analisis de datos procedentes de 98 paises proporcionado por el VLEG,
concluye que la prevalencia global de ceguera y de pérdida visual moderada y
severa disminuyd entre 1990 y 2015 de forma marcada para muchas patologias
(catarata, degeneracion macular, glaucoma...) con la excepcién de la RD, que
aumentd. De este modo, el nimero de ciegos por RD se duplico entre 1990 y
2015 de 200.000 a 400.000. De igual manera, el nimero de personas con pérdida
de agudeza visual moderada o severa por RD pas6 de 1,4 millones de personas
en 1990 a 2,6 millones en 2015, y se estima que en 2020 esa cifra haya alcanzado

los 3,2 millones (Flaxman et al. 2017).

Vista la gran problemética asociada a esta enfermedad, el diagndstico e
intervencion temprana son cruciales para prevenir o mejorar el desarrollo de la
RD. En este sentido, el conocimiento de los mecanismos fisiopatol6gicos que

conducen al desarrollo de la RD, asi como la prevencion de su progresion a



estadios en los que la lesion retiniana es irreparable, deben ser un objetivo

prioritario en la lucha contra esta enfermedad (A. Ahmad y Ahsan 2020).

2. RETINOPATIA DIABETICA

2.1 Etiologia

El estrés oxidativo contribuye en gran medida a la patogénesis de la RD,
considerandose uno de los factores criticos que intervienen en su etiologia. Esta
implicacion se debe a su capacidad para inducir numerosas alteraciones en las
vias bioquimicas esenciales para la fisiologia normal. La sobreproduccion de
ROS inducida por hiperglucemia genera inflamacion local, disfuncién
mitocondrial, apoptosis neural y alteraciones microvasculares (MY. Wu et al.
2018). Estas modificaciones son responsables de la progresion de la
microangiopatia retiniana y, por tanto, afectan tanto la anatomia como a su

funcion.

2.1.1 Formacién de especies reactivas del oxigeno y del

nitrégeno: generalidades

El estrés oxidativo y nitrosativo es una condicién bioldgica en la cual,
existe un desequilibrio entre la formacion y la destruccidn de especies reactivas
del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species) y del nitrogeno (RNS, del

inglés reactive nitrogen species) (Koopman et al. 2010).

Dentro de las ROS se engloban especias no radicalarias y radicalarias,
conocidas como radicales libres (RL). Los RL pueden definirse como especies
quimicas que contienen un unico electron desapareado en su capa de valencia
mas externa y tienen la capacidad de existir de forma independiente, lo que los

hace inestables, de corta duracion y altamente reactivos. Debido a la presencia



de este electron desparejado, estas especies pueden experimentar facilmente
reacciones quimicas que implican donacién o aceptacion de un electron de otros
compuestos quimicos (Lobo etal. 2010). Normalmente, a nivel celular se
producen varios tipos de RL como resultado de la reaccion en cadena de
transporte de electrones en las mitocondrias, varios procesos metabdlicos y otros
medios, como la exposicién a ciertas sustancias exogenas como rayos X,
excesiva radiacion UV, condiciones de estrés a largo plazo, ejercicio fisico

intenso, dieta inadecuada, gas ozono, fumar etc (Pisoschi y Pop 2015).

Entre los ROS de mayor efecto biol6gico se encuentran el radical
superoxido (O3 ), el radical hidroxilo (OH"), el peréxido de hidrégeno (H,0,),
radical hidroperoxilo y el oxigeno singlete (Kehrer y Klotz 2015).

Podemos encontrar ROS en condiciones fisioldgicas, donde existe un
equilibrio entre su generacion y la eliminacion del cuerpo (Martinez-Leo y
Segura-Campos 2019). Por ejemplo, los ROS actian como moléculas
sefializadoras que inducen la diferenciacion celular y la apoptosis, contribuyendo
asi al proceso de envejecimiento natural. También participan en la contraccion
muscular, la regulacién del tono vascular y determinan la actividad bactericida y

bacteriostatica (Ray, Huang, y Tsuji 2012).

En la respiracion aerdbica se produce la fosforilacion oxidativa, un
proceso metabolico mediante el cual las enzimas respiratorias de las
mitocondrias sintetizan adenosina trifosfato (ATP) a partir de moléculas
organicas, como carbohidratos, acidos grasos 0 aminoacidos. La oxidacion es
una parte esencial de la vida aer6bica ya que proporciona energia para el
metabolismo, el crecimiento y el desarrollo de organismos multicelulares
(Campbell 2017). El dioxigeno (O) tiene propiedades paramagnéticas y, por lo
tanto, se somete a un proceso de reduccion lenta para adquirir los cuatro

electrones necesarios para estabilizar su Orbita externa. Sin embargo, en



presencia de metales de transicion (por ejemplo, hierro, cobre, zinc, manganeso
y selenio), el oxigeno se convierte en RLs altamente reactivos, que oxidan
rapidamente a otras moléculas alterando sus estructuras y funciones (Lobo et al.
2010). En condiciones normoglucémicas, una pequefia fraccion de los electrones

utilizados para generar el gradiente de protones y producir ATP, son absorbidos
por el oxigeno en los complejos 1y 111 formando el O; . De hecho, la cadena de

transporte de electrones mitocondrial es la fuente principal de ROS (Wright et al.
2004).

El O; es poco reactivo, pero potencialmente toxico por los

intermediarios que puede producir. Entre ellos se encuentra el H,O2, producido

por la reduccion del Oz , reaccion catalizada por la superdxido dismutasa

mitocondrial (SOD2). El H,0O, no es un RL, pero a partir de él se produce OH’
mediante la reaccién de Fenton. Esta reaccion se encuentra catalizada por iones
de metales de transicién como iones de hierro y cobre (Figura 1). El OH" es

altamente reactivo, y presenta una semivida corta (Dixon y Stockwell 2014).
Ademas, existen otras enzimas con capacidad de generar ROS como la xantina
oxidasa (XO) y la NADPH oxidasa (NOX) (Sies, Berndt, y Jones 2017).

Las mitocondrias también son productoras de RNS a través de la 6xido
nitrico sintasa mitocondrial (mMtNOS), ubicada en la membrana interna de las

mitocondrias. Esta enzima cataliza la oxidacion de L-arginina a citrulina 'y 6xido
nitrico ("NO). Bajo el estimulo adecuado, la mitocondria genera una descarga de

ROS en el citoplasma e induce la liberacion de calcio (Ca?*) desde el reticulo
endoplasmico. Las mitocondrias actGan como amortiguadores de Ca?*

secuestrando su exceso del citosol, lo cual aumenta la concentracién en su

interior, estimulando la produccion de ‘NO por la mtNOS (Aguirre, Lopez-

Bernardo, y Cadenas 2012). Dado que el ‘NO generado en el citosol difunde
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libremente a las mitocondrias, las isoformas NOS del citoplasma también estan

involucradas en la produccion de "NO intramitocondrial. Los Oz reaccionan con

el "NO y producen peroxinitritos (ONOQ®), una RNS muy agresiva que causa
modificaciones irreversibles de los componentes mitocondriales, e induce el
estrés nitrativo que contribuye a la disfuncion mitocondrial (Cardinali et al.
2013) (Figura 1).

Figura 1. Fosforilacion oxidativa, produccion de ROS, RNS y defensas antioxidantes
enzimaticas (Milléan et al. 2018).

El estrés oxidativo y nitrosativo a nivel mitocondrial produce la
oxidacion de proteinas y la formacion de radicales lipidicos (L") que pueden

reaccionar con el O, y producir radical peroxido de lipidos (LOO') e

hidroperoxido de lipidos (LOOH). ElI malondialdehido (MDA) y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE) son los productos finales de peroxidacion lipidica mas

conocidos, que tienen efectos mutagénicos y toxicos respectivamente (Ayala,
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Mufioz, y Arglielles 2014; Lismont et al. 2015). Ademas, las ROS/RNS también
reaccionan con el ADNmt dafiandolo y reduciendo la sintesis de proteinas. La
pérdida de proteinas involucradas en el transporte de electrones contribuye a la
generacién adicional de especies reactivas y un mayor dafio en el ADNmt,
generdndose un sistema de retroalimentacion positiva de dafio

oxidativo/nitrosativo que altera la funcion mitocondrial (Mehrzadi et al. 2020).

2.2 Retinopatia diabética y estrés oxidativo

El cerebro y los tejidos retinianos son los sistemas de mayor demanda
energética del cuerpo debido a la actividad neuronal. Con el 2% de la masa
corporal total, el cerebro consume el 20% de la tasa metabdlica basal, mientras
que la retina consume el 8% (Niven y Laughlin 2008). Es por ello que la retina
es uno de los tejidos metab6licamente mas activos del organismo, por lo que es
tremendamente sensible a las alteraciones en los niveles de O, (Wangsa-
Wirawan y Linsenmeier 2003). Esta alta actividad hace que las células oculares
se encuentren constantemente expuestas a una alta interaccion con ROS
derivados del metabolismo enddgeno (alteraciones en la respiracion
mitocondrial o infecciones virales), asi como del medio externo (por la
exposicion a radiacion ultravioleta, metales o el humo de los cigarrillos) (Heintz
et al. 2010).

Los ROS generados durante la reaccion en cadena de transporte de
electrones generalmente no dafian las células del cuerpo, siempre que reaccionen
oportunamente por los diversos mecanismos de eliminacion de oxidantes. Esta
produccion de ROS es contrarrestada por la existencia de enzimas (catalasa
(CAT), glutation peroxidasa (GPx), SOD, moléculas con capacidad antioxidante
(glutation (GSH), tiorredoxina, NADPH) y moléculas de bajo peso molecular (a-

tocoferol, acido ascorbico y B-caroteno) que frenan la accion de los ROS (Kisic,
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Miric, y Zoric 2014). En condiciones normoglucémicas, el Oz se detoxifica en

la célula mediante el GSH vy las enzimas SOD citosélica y mitocondrial, que
convierte el Oz en H,0,, y la CAT y GPx, que convierten el H,O, en agua. El
GSH es un eliminador enddgeno de ROS y se convierte en GSSG tras la
oxidacion. El GSSG se recicla de nuevo a GSH utilizando NADPH como

cofactor gracias a la accion de la GSH reductasa (GR) (Figura 2). Pero en

condiciones de hiperglucemia se genera un exceso de electrones debido al
aumento de la generacion de O; ~ y ROS. Estos ROS saturan el sistema de
respuesta antioxidante enddégeno y dafian el ambiente mitocondrial vy
citoplasmico. También se ha demostrado que el estrés oxidativo inhibe la
liberacion de ATP estimulante del "NO de los eritrocitos, lo que contribuye adn

mas a la disfuncion vascular (J. Carroll et al. 2006; JS. Carroll et al. 2007).

Fe3*
CAT
SOD GPx
GSH GSSG

NADPH NADP

Figura 2. Reacciones de las principales enzimas antioxidantes en la eliminacion de

especies oxidantes.
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El equilibrio redox en la RD, por tanto, se encuentra alterado, y los ROS
no pueden ser totalmente neutralizados, lo cual implica dafios a diversas
proteinas, lipidos, ADN vy alteracion de la fisiologia celular normal,
representando una importante amenaza para varias estructuras anatomicas
(Cutler 2005; Kowluru 2003). El incremento no homeostéatico de los niveles de
glucosa y la sobreproduccién de ROS que desborda las defensas antioxidantes
induce neurotoxicidad, un engrosamiento de la membrana basal de los capilares
en la retina, un aumento de la permeabilidad vascular, isquemia, aumento en los
niveles de factor endotelial de crecimiento vascular (VEGF, del inglés vascular
endothelial growth factor) y angiogénesis (Romero-Aroca et al. 2015; Ushio-
Fukai y Nakamura 2008). La formacion de nuevos vasos inmaduros y fragiles en
la superficie de la retina en estadios avanzados de la enfermedad generan
hemorragias vitreas e incluso desprendimientos traccionales de retina, que

conducen a pérdidas severas e irreversibles de la visién (Ishida et al. 2003).

Ademas, el estrés oxidativo altera numerosas vias y mecanismos, como
el aumento del flujo de la via polidlica, el aumento de la produccién de productos
finales de glicosilacion avanzada (AGEs, del inglés advanced glycation end
products) y la activacion de la proteina quinasa C (PKC, del inglés protein kinase
C), aumentando asi las condiciones perjudiciales (Behl, Kaur, y Kotwani 2016).
Los efectos sinérgicos de todas las alteraciones mencionadas causan un extenso
dafio a todas las principales células de la retina: células vasculares (células
endoteliales y pericitos), neuronas (fotorreceptores, bipolares, horizontales,
amacrinas y ganglionares), glia (células de Muiiller y astrocitos), microglia y
células epiteliales pigmentarias, conduciendo posteriormente a la progresion de
la RD (Ahsan 2015).

El estrés oxidativo tiene un efecto particularmente adverso en los
sistemas circulatorio, respiratorio y nervioso. Las modificaciones quimicas en

proteinas (agregacion, desnaturalizacion), lipidos (peroxidacion), carbohidratos
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y nucleétidos (cambios en la estructura del ADN) causadas por los ROS
contribuyen al desarrollo de muchas enfermedades mediadas por ellos, entre las
gue se encuentra la RD (B. Doménech y Marfany 2020). Por lo tanto, la
identificacion de biomarcadores de estrés oxidativo y muerte celular en pacientes
con DM podria favorecer la prediccidn, el diagnéstico y la prevencién de la RD,

y apuntar a nuevas intervenciones terapéuticas.

3. BIOMARCADORES DE DANO OXIDATIVO Y
NITROSATIVO EN LA RETINOPATIA
DIABETICA

Un biomarcador se ha definido como una molécula biol6gica que se
encuentra en la sangre u otros fluidos corporales o tejidos, y que representa un
signo de un proceso normal o anormal de una afeccién o enfermedad. Por lo
tanto, el uso de biomarcadores es (til para ver qué tan bien responde el cuerpo a
un tratamiento para una enfermedad o afeccion. Los biomarcadores pueden
ayudar a identificar a las personas con enfermedad subclinica y también a
controlar la enfermedad clinica, por ejemplo, para evaluar la respuesta al

tratamiento (Sim6-Servat, Sim6, y Hernandez 2016).

El estrés oxidativo y nitrosativo inducen cambios bioquimicos en el
suero y los érganos diana de los pacientes diabéticos, incluida la peroxidacion
lipidica severa, la oxidacién de proteinas, el dafio oxidativo del ADN y cambios
en su estado antioxidante. Por lo tanto, la identificacion de los subproductos
inducidos por el estrés oxidativo y nitrosativo en el suero, el cuerpo vitreo, el
humor acuoso, el tejido fibrovascular en las superficies retinianas, y/o la orina
de pacientes diabéticos, podria favorecer la prediccion, el diagnostico y la
prevencion de complicaciones microvasculares de la diabetes, como la
retinopatia (Al-Shabrawey y Smith 2010).
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3.1 Biomarcadores del estado oxidativo. Ratio glutation
reducido/oxidado (GSH/GSSG)

El estado antioxidante del paciente diabético juega un papel crucial en la
produccion de estrés oxidativo y el desarrollo de complicaciones vasculares. El
GSH desemperfia un papel importante en el mantenimiento del estado redox
celular al participar en el intercambio de tiol-disulfuro, que regula una serie de
funciones celulares, incluida la expresion génica y la actividad tanto de enzimas
individuales como de sistemas enzimaticos. Mientras los niveles de GSH y GSH
disulfuro u oxidado (GSSG) son utilizados para la evaluacién del estrés
oxidativo, el ratio GSH/GSSG es un marcador que representa la capacidad
antioxidante de la célula. Mantener una relacion GSH/GSSG Gptima es esencial
para la viabilidad celular. La disminucion en la proporcion puede servir como un
indicador de dafio al estado redox celular y de cambios en la regulacién génica
dependiente del equilibrio redox (DP. Jones y Sies 2015; Kalinina, Chernov, y
Novichkova 2014). La alteracion del equilibrio intracelular de GSH se observa

en varias patologias, incluida la diabetes (Samaha, Said, y Salem 2019).

3.2 Biomarcadores de oxidacion proteica

Debido a la gran cantidad de proteinas presentes en el cuerpo, las
proteinas representan una gran diana de ROS y RNS. Varios residuos de
aminodacidos pueden sufrir modificaciones oxidativas que incluyen: oxidacién de
residuos que contienen azufre, hidroxilacion de grupos aromaticos y alifaticos,
nitracién de residuos de tirosina, nitrosilacién y glutationilacion de residuos de
cisteina, cloracion de grupos arométicos y grupos amino primarios, y conversion

de algunos residuos de amino&cidos a derivados de carbonilo (Davies 2016).

Las modificaciones pueden ser reversibles o no. Si las modificaciones

oxidativas de los residuos de proteinas no se reparan o eliminan adecuadamente,
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pueden afectar a la estructura tridimensional y las propiedades fisicoquimicas de
las proteinas volviéndose tdxicas. Las modificaciones irreversibles de las
proteinas incluyen la carbonilacién, nitrosilacién, ruptura de los anillos de
histidina y triptéfano, y la hidrolisis del enlace peptidico en presencia de prolina
(Marrocco, Altieri, y Peluso 2017). Las modificaciones proteicas mas comunes
utilizadas como biomarcadores de estrés oxidativo son la carbonilacion proteica

y la oxidacién y nitracién de la tirosina.

3.2.1 Carbonilacion proteica

La exposicion de las proteinas a grupos hidoxilo producto del estrés
oxidativo puede originar un proceso de carbonilacion proteica con la formacion
de aldehidos (RCH=0) y cetonas (RR'C=0) (Morgan, Pattison, y Davies 2012).
Las cadenas laterales de los amino&cidos lisina, arginina, prolina y treonina son
los principales residuos de aminoécidos susceptibles de producir derivados de
carbonilo. Debido a su estabilidad quimica, la carbonilacion de proteinas es un
marcador general ampliamente utilizado para medir el dafio oxidativo en

estudios experimentales y clinicos (Hecker y Wagner 2018).

Otro mecanismo de accion de la proteina carbonilada implica la
inhibicién de la actividad proteasdmica. Las proteinas carboniladas estan
marcadas para la protedlisis por el proteasoma, pero pueden escapar de la
degradacion y formar agregados de alto peso molecular que se acumulan con la
edad. Dichos agregados carbonilados pueden volverse citotoxicos y se han
asociado con una gran cantidad de enfermedades neurodegenerativas, ademas de
la DM (Gonos et al. 2018).
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3.2.2 Oxidacion y nitracion de la tirosina

El aminodcido fenilalanina (Phe) en condiciones fisiologicas se

convierte en para-tirosina (p-Tyr) por accién de la enzima Phe hidroxilasa
(Matayatsuk et al. 2007). Tras la reaccion con el OH’, la Phe puede formar dos
isdmeros de la p-Tyr, la orto-tirosina (0-Tyr) y la meta-tirosina (m-Tyr). En
presencia de ONOO" se produce la nitracion de la p-Tyr, que consiste en el

reemplazo del &tomo de hidrégeno C3 en el anillo aromatico de Tyr con un grupo
nitro, convirtiéndose en 3-nitrotirosina (3-NO-Tyr) (Bartesaghi et al. 2007). Esta

modificacion puede generarse a traves de varias vias que incluyen la reaccion

con ROS y RNS como ONOO’ y NO;" (Souza, Peluffo, y Radi 2008).

El exceso de 3-NO-Tyr se ha propuesto como un biomarcador para
enfermedades inflamatorias, utilizandose como un marcador de estrés oxidativo
en laretina (Knight et al. 2018). Ademas, el ataque de acido hipocloroso (HCIO)
sobre la p-Tyr da lugar a la 3-Clorotirosina (3CI-Tyr), siendo utilizada como un
marcador de inflamacion puesto que indica una activacion de la enzima
mieloperoxidasa (MPO), que transfroma el H.O.en HCIO (Torres-Cuevas et al.
2016).

3.3 Biomarcadores de oxidacion lipidica

Se cree que la peroxidacion lipidica de las estructuras celulares juega un
papel importante en las complicaciones de la DM, especialmente en la RD. Los
niveles elevados de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y el aumento de la tasa
de oxidacion de glucosa en la DM hacen que la retina sea susceptible al estrés
oxidativo, originando peroxidacion lipidica. (Simé-Servat, Simo, y Hernandez
2016). Los AGPI, en particular el &cido linoleico y araquidénico (AA), son

objetivos importantes de la peroxidacion lipidica. Dependiendo del tipo de AGPI
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que sufra oxidacion pueden ser varios los productos finales formados,
principalmente 4-HNE, MDA e isoprostanos (IsoPs); utilizados frecuentemente
como biomarcadores de estrés oxidativo. Los aldehidos derivados de la
descomposicion de los hidroperoxidos (4-HNE, MDA) son muy reactivos y
causan dafio a proteinas al reaccionar facilmente con grupos quimicos de ciertos
aminoacidos como las cisteinas, lisinas e histidinas, formando aductos de
Michael, a menudo denominados productos finales de lipoxidacion avanzada
(Frijhoff et al. 2015).

Los IsoPs F2 son una familia de compuestos similares a las
prostaglandinas producidos por la peroxidacion no enzimatica del AA, catalizada
por RL independientemente de su grado de esterificacién (Morrow et al. 1990).
De estos, el 8-iso-PGF,, (también conocida como 8-epi-PGF., 0 15-Fu-
isoprostano) destaca por sus efectos adversos en el organismo (Khasawneh et al.
2008; Morrow, Minton, y Roberts 1992). 8-iso-PGF,, esta presente de forma
circulante principalmente unido a los fosfolipidos y se libera por la accion de la
fosfolipasa A2 (Joy y Cowley 2008).

3.4 Biomarcadores de oxidacién al ADN

Los ROS pueden causar dafio en el ADN, siendo el OH" el responsable

de la mayoria de los dafios. El OH" puede atacar en las pirimidinas al &tomo C5

o0 al atomo de carbono del grupo metilo, al &tomo C8 en el caso de las purinas, 0

al grupo amino de las adeninas (Cadet, Douki, y Ravanat 2010).

De todas las bases nucleicas, la guanina es la mas susceptible al estrés
oxidativo. Su dafio genera dos modificaciones principalmente: 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdG) y 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-oxodG).
Los ROS atacan a la guanina o la 2'-desoxiguanosina libre, que en consecuencia

genera aductos de radicales. La abstraccion de electrones forma 8-OHdG, que a
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través de una reaccion conocida como tautomerismo cetoenolico, se transforma

en el principal producto oxidado 8-oxodG (Urbaniak et al. 2020).

La 8-OHdG se usa con frecuencia como marcador de lesion oxidativa
del ADN, siendo un factor de riesgo de cancer, aterosclerosis y DM (Dhama
etal. 2019). En pacientes diabéticos con hiperglucemia, se ha informado un
aumento del 8-OHdG urinaria y el ADN de los leucocitos, relacionandose con la
gravedad de la nefropatia y la RD (XG. Zhang et al. 2018).

4. CARACTERISTICAS ANATOMOFISIOLOGICAS
DE LOS COMPONENTES RETINIANOS

El ojo humano se compone de tres capas diferentes: una capa externa
formada por la cdrnea y la esclerética, una capa media dividida en una parte
anterior (iris y cuerpo ciliar) y una parte posterior (coroides), y una capa interna
compuesta por la retina, que recubre la superficie interna del ojo (Figura 3)
(Forrester et al. 2010).

Esclerdtica

\ . Humor vitreo
-

Macula

Fovea

Nervio dptico
Cristalino

Conjuntiva Retina

Figura 3. Estructura anatémica del ojo humano.
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4.1 Retina

Los principales tipos de células en la retina son las células vasculares
(pericitos y células endoteliales), células macrogliales (células de Miller y
astrocitos), neuronas (fotorreceptores, células bipolares, células amacrinas,
horizontales y ganglionares) y microglia (pertenencientes al sistema fagocitico
mononuclear) (Kowluru y Mishra 2015).

La retina se puede dividir en diferentes capas, comenzando con la
membrana limitante interna (MLI) que separa el humor vitreo de la retina,
seguida de la capa de fibras nerviosas (FN), la capa de células ganglionares (que
contiene cuerpos celulares de células ganglionares y amacrinas desplazadas)
(GL), la capa plexiforme interna (PL1I), el capa nuclear interna (CNI) (compuesta
por células bipolares, horizontales y amacrinas), la capa plexiforme externa
(PLE), la capa nuclear externa (CNE) (donde se hayan cuerpos celulares de los
bastones y conos), la membrana limitante externa (MLE) (lamina fina en la que
las células fotorreceptoras establecen uniones estrechas con las células de
Miiller), la capa fotorreceptora (FR) y, finalmente, el epitelio pigmentario
retiniano (EPR). Dentro de la capa externa PLI y de la PLE, ubicada entre las
capas de células nerviosas, se producen contactos sinapticos (Kolb, Fernandez,
y Nelson 1995; Purves et al. 2001) (Figura 4).
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Figura 4. Composicion estructural de las diferentes partes que forman la retina
humana (Centro de investigacion y cirugia ocular — Inof 2017).

La retina es un érgano sensible a la luz y es esencial para la percepcion
de la vision. La luz penetra en el 0jo a través de la cdrnea y el iris, pasa a través
del cuerpo vitreo y se proyecta hacia la retina, donde la sefial de luz se convierte
en impulsos eléctricos. El ciclo visual ocurre en la interfaz entre la retina y el
EPR, lo que lleva a la hiperpolarizacion de los fotorreceptores (conos y
bastones). Los impulsos eléctricos convergen a través de las células bipolares y
las células ganglionares en el nervio 6ptico y luego en la corteza visual (Xu y
Chen 2016).

Las células retinianas internas obtienen nutrientes y oxigeno de la
circulacion retiniana, mientras que las capas retinianas externas (que consisten
en los fotorreceptores y el EPR) son avasculares, y necesitan de la circulacion
coriodea para obtener los aportes de nutrientes y oxigeno. Para garantizar una

buena funcion visual, esta estructura compleja y sofisticada debe mantenerse
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durante toda la vida, e incluso una perturbacion menor puede causar una

discapacidad visual devastadora (Selvam, Kumar, y Fruttiger 2018).

De forma similiar al SNC, donde las células endoteliales y astrocitos
forman la barrera hematoencefalica (BHE), en la retina como prolongacion del
sistema nervioso también nos encontramos con otra barrera, la hematorretiniana
(BRB, del inglés blood retinal barrier). Ambas permiten el transito suficiente de
oxigeno y glucosa para la funcion neuronal al tiempo que restringen el flujo de
otras moléculas y células para proteger el entorno nervioso. Estas barreras
mantienen la homeostasis neural adecuada y protegen el tejido de la potencial

toxicidad transmitida por la sangre (Naylor et al. 2019).

4.2 Vascularizacion retiniana

La retina tiene una intrincada disposicion de neuronas y requiere una
circulacion dedicada a cumplir con sus requisitos metabdlicos para el
funcionamiento de la neurotransmision, fototransduccion e interaccion compleja
de metabolitos, factores de crecimiento y agentes vasoactivos. La circulacion
retiniana es una red de vasos dispuestos geométricamente con una arquitectura
tridimensional compleja (Campochiaro 2015). La sangre alcanza la retina por
dos vasculaturas: los vasos coroideos (que suministra el 90% del volumen
sanguineo total a la retina) y los retinianos (que suministra al tercio interno de la
retina evitando la macula) (Kur, Newman, y Chan-Ling 2012). La arteria
retiniana central ingresa a través del nervio Optico y se ramifica en la retina
interna para formar tres capas capilares: la vasculatura superficial, que se
encuentra en la FN, las redes vasculares intermedias y las profundas, localizadas
a cada lado del CNI (Sun 'y Smith 2018) (Figura 5). Esta vascularizacion asegura
el aporte del flujo sanguineo necesario para el intercambio de gases y nutrientes.
La sangre abandona la retina con los productos de desecho celulares a través de

la vena retiniana central.
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Figura 5. Representacion de la vasculatura retiniana. Basada en (Sun y Smith 2018).

4.3 Barrera hematorretiniana

Todo el ojo debe funcionar como el 6rgano para la vision para el cual
esta disefiado. Las barreras oculares de la sangre juegan un papel fundamental
en la preservacion y el mantenimiento del ambiente celular visual. Incluyen 2
sistemas principales: la barrera hematoacuosa (BAB, del ingles blood aqueous
barrier) y la BRB, que son fundamentales para mantener el ojo como un sitio
privilegiado en el cuerpo al regular el contenido de sus fluidos internos y
preservar los tejidos oculares internos de las alteraciones en composicion que
pueden ocurrir a nivel circulatorio (Eshaq et al. 2017). Las barreras oculares
sanguineas no solo deben proporcionar un entorno quimico adecuado y
altamente regulado para los tejidos transparentes avasculares del ojo, sino que
también deben servir como una ruta de drenaje para los productos de desecho de

la actividad metabolica de los tejidos oculares (Tomi y Hosoya 2010).
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La BAB se encuentra formada por uniones estrechas entre la capa
epitelial no pigmentada del cuerpo ciliar y el endotelio de la vasculatura del iris.
Se encarga de regular los intercambios entre la sangre y el humor acuoso. La
barrera es relativamente ineficiente en comparacion con la BRB y las moléculas
pequefias pueden alcanzar el humor acuoso por permeacién a través de capilares

fenestrados en los procesos ciliares. (Janagam, Wu, y Lowe 2017) (Figura 6).

Epitelio ciliar
pigmentario

.
¢ Epitelio ciliar =—s——
'

- -

Capilares

Tight
junctions

GAP
junctions

Cuerpo ciliar Endotelio Camara
iris posterior

Figura 6. Esquema de la barrera hematoacuosa del ojo.

La BRB presenta unas funciones similares a la BHE, e igual que ella, es
particularmente firme y restrictiva. Una barrera fisiologica que regula el flujo de
iones, proteinas y agua dentro y fuera de la retina, previniendo el trénsito a la
retina de macromoléculas y otros agentes potencialmente dafiinos (Diaz-
Coranguez, Ramos, y Antonetti 2017). Estructuralmente, la BRB se compone de
dos barreras distintas. La BRB externa (0BRB, del inglés outer blood retinal

barrier), formada a nivel del EPR con la funcion de regular el transporte entre el
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coriocapilary laretina, y la interna (iBRB, del inglés inner blood retinal barrier),
que regula el transporte a través de los capilares retinianos. La pérdida del iBRB
contribuye a la fisiopatologia de varias enfermedades de la retina, incluida la RD
(Frey y Antonetti 2011).

La estructura principal de la iBRB se establece por las uniones estrechas
(TJs; del inglés tight junctions) entre las células endoteliales retinianas vecinas
(Chow y Gu 2017). La capa endotelial de la retina funciona como un epitelio y
de esta manera se asocia directamente con su diferenciacion y con la polarizacion
de la funcién de la BRB. Esta capa descansa sobre una lamina basal que esta
cubierta por los procesos de astrocitos y células de Muller (células de sostén) (L.
Liuy Liu 2019). Los pericitos también estan presentes, encerrados en la lamina
basal, en contacto cercano con las células endoteliales (Figura 7). Se considera
que los astrocitos, las células de Muller y los pericitos influyen en la actividad
de las células endoteliales de la retina y de la iBRB al transmitir a las células
endoteliales sefiales reguladoras que indican los cambios en el microambiente

del sistema neuronal de la retina (L. Liuy Liu 2019).

Capilar de la
retina

. Pericito
Célula endotelial

Célula de

iBRB

Figura 7. Esquema de barrera hematorretiniana interna

26



La oBRB es establecida por TJs entre las células del EPR (Chen et al.
2019). El EPR se compone de una sola capa de células pigmentarias que estan
unidas lateralmente hacia sus veértices por TJs entre las paredes celulares laterales
adyacentes (Figura 8). EI EPR que descansa sobre la membrana de Bruch
subyacente (capa mas interna de la coroides), la cual separa la retina neural de
los coriocapilares fenestrados y desempefia un papel fundamental en la
regulacion del acceso de nutrientes de la sangre a los fotorreceptores, asi como
en la eliminacién de productos de desecho y el mantenimiento de la adhesion
retiniana (Fields et al. 2019). La relacion metabdlica de las vellosidades apicales
EPR y los fotorreceptores se considera critica para el mantenimiento de la

funcidn visual (Fields et al. 2019).
A? A
I 1

EPR
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Figura 8. Representacion de la barrera hematorretiniana externa.

Tanto en la iBRB como en la 0BRB, las TJs celulares restringen el
movimiento paracelular de fluidos y moléculas entre la sangre y la retina, y las
células endoteliales y las células del EPR regulando activamente los
movimientos hacia adentro y hacia afuera. Como resultado, los niveles en el
plasma sanguineo de aminoacidos o acidos grasos fluctian en un amplio rango
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mientras que sus concentraciones en la retina permanecen relativamente estables
(Kubo, Akanuma, y Hosoya 2018).

5. CLASIFICACION Y COMPLICACIONES DE LA
RETINOPATIA DIABETICA

Con el objeto de estadiar la RD, el Early Treatment Diabetic Retinopaty
Study (ETDRS) (Sin autor 1991) describi6 la progresion de la enfermedad en
términos del desarrollo de lesiones oculares visibles en fotografias de fondo de
0jo. Este sistema de clasificacion fotogréafica tiene mas niveles de los que podrian
ser necesarios para la atencién clinica, y las definiciones especificas de los
estadios que se detallan requieren de comparacion con fotografias estandar, por
lo que son dificiles de recordar y aplicar en un entorno clinico. Debido a esta
complejidad, la clasificacion propuesta por el ETDRS no se maneja
habitualmente en la préactica clinica. En su lugar, la clasificacion més utilizada
en la préactica clinica diaria es la propuesta por un grupo de expertos del Global
Diabetic Retinopathy Proyect Group (GDRPG), la cual esta basada en los
resultados del ETDRS y proporciona una base de manejo sencilla y adecuada
para el diagnostico de la RD (Wilkinson et al. 2003). La RD se clasifica en etapas
no proliferativas (RDNP) y RD proliferativas (RDP) en funcion de la presencia
de cambios oftalmolégicos visibles y la manifestacion de la neovascularizacion
retiniana (Santiago et al. 2018) (Tabla 1).
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Sin RD . . .
Ausencia de microaneurismas
aparente
RDNP  leve ] )
(Figura 9) Solo microaneurismas
e Microaneurismas asociados a menos de 20
hemorragias intrarretinianas en cada uno de los 4
RDNP cuadrantes
GERIE e Exudados duros
(Figura 9)
e Exudados algodonosos
e Arrosariamiento venoso en un solo cuadrante
Microaneurismas junto a uno de los siguientes hallazgos:
e Hemorragias intrarretinianas severas (>20) en cada
RDNP severa uno de los 4 cuadrantes
(Figura 9) e Arrosariamiento venoso > 2 cuadrantes
e Anomalias microvasculares intrarretinianas en > 1
cuadrante
1R0[))P (Figura | Neovasos o hemorragia prerretiniana o hemovitreo

Tabla 1. Clasificacion clinica internacional de la RD (GDRPG) (Mufioz de Escalona-

Rojas, Quereda-Castafieda, y Garcia-Garcia 2016).

Figura 9. Clasificacion RDNP. RDNP leve con microaneurismas (flecha azul) y
exudados (flecha verde) (A). RDNP moderada con hemorragias retinales (flecha azul) y
exudados (flecha verde) (B). RDNP severa hemorragias retinales severas (C) (Aiello,
Silva, y Sun 2012).
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Figura 10. Clasificacion RDP. RDP con neovascularizacién sobre el nervio 6ptico (A).
RDP con hemorragia pre-retinal vitrea (B). RDP con hemorragia vitrea densa y masiva

que impide la vision de la retina (C) (Aiello, Silva, y Sun 2012).

5.1 Retinopatia diabética no proliferativa

La RDNP es la etapa clasificada mas temprana de la RD. En este nivel
de evolucion de la enfermedad se produce la dilatacion de los capilares
sanguineos pudiendo llegar a romperse. Ocasionalmente, depdsitos de colesterol
u otras grasas presentes en la sangre pueden entrar en la retina. Entre las

alteraciones que se producen se incluyen (Stitt et al. 2016):

- Microaneurismas: Pequefias protuberancias en los vasos sanguineos de

la retina que con frecuencia dejan escapar liquidos.

- Hemorragias de la retina: Pequefias manchas de sangre que entran a la

retina.

- Exudados duros: Depo6sitos blancos o blanco amarillentos (céreos) de
tamafio variable que se localizan entre la capa plexiforme externa y la
nuclear interna de la retina. Depositos extracelulares de lipidos y

lipoproteinas.

- Exudado macular: Es la inflamacion o engrosamiento de la macula a
causa de las roturas vasculares en la retina. Este proceso afecta a la

funcionalidad macular.
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- Isquemia macular: Se produce la oclusion capilar por lo que la mécula

no recibe suficiente sangre y se disminuye la nitidez en la vision.

En la etapa RDNP se sugiere que el sexo, el inicio y la duracién de la
DML, asi como los niveles de HbALc son los indicadores clave implicados en el
desarrollo de RDNP (Ola et al. 2012). La maculopatia diabética acomparfia a la
etapa RDNP, y ha sido considerada como la razon principal de la pérdida de
vision. La etapa RDNP es principalmente consecuencia de condiciones
hiperglucémicas que debilitan las paredes capilares y producen
microaneurismas. Esto es seguido por la ruptura de los vasos que conduce a la
acumulacion de depdsitos grasos y subproductos lipidicos (Al-Kharashi 2018).
A continuacion, se observa una obstruccion en la capa de fibra nerviosa que
produce manchas blancas esponjosas conocidas como exudados blandos o
algodonosos. La etapa RDNP varia de leve, moderada a severa, donde los
microaneurismas son seguidos por hemorragias y exudados junto con
complicaciones microvasculares severas (Hendrick, Gibson, y Kulshreshtha
2015).

5.2 Retinopatia diabética proliferativa

La RDNP es seguida por un estado proliferativo del tejido retiniano como
consecuencia de las condiciones isquémicas surgidas. La RDP sucede
principalmente cuando la oclusion de los vasos sanguineos en la retina es
considerable. En un intento de aumentar el suministro sanguineo para cubrir el
requerimiento metabdlico, la retina libera sefiales angiogénicas, creando asi
NUevos vasos sanguineos o neovascularizacion (Zheng, He, y Congdon 2012).
Estos vasos recién formados presentan alteraciones funcionales notables ya que
presentan fugas, son fragiles y estdn mal dirigidos. Con la edad, la contraccion
del humor vitreo hace que se rompan masivamente y provoquen una pérdida

repentina de la vision. Ademas, el aumento de la fuerza traccional que puede
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ejercer posibilita que se produzca un desprendimiento de retina. La RDP puede
causar una pérdida de la vision mas severa que la RDNP, ya que puede afectar
tanto la vision central como la periférica. Durante la RDP se inducen las
siguientes alteraciones (Mufioz de Escalona-Rojas, Quereda-Castafieda, y
Garcia-Garcia 2016):

- Hemorragia vitrea: Los nuevos y delicados vasos sanguineos sangran
dentro del vitreo, impidiendo que los rayos de luz lleguen a la retina. Si
la hemorragia es pequefia, es posible que se vean manchas oscuras y
flotantes. Una hemorragia muy grande puede bloquear la vision,

permitiendo sélo ver la diferencia entre claro y oscuro.

- Desprendimiento de la retina por traccion: Cuando el tejido cicatriza
por una neovascularizacion, se encoge, la retina se arruga y puede

desprenderse de su posicién normal.

- Glaucoma neovascular: Si una serie de vasos de la retina se cierran
puede ocurrir una neovascularizacion en el iris. Los nuevos vasos
sanguineos pueden bloquear el flujo normal de liquido en el ojo,

aumentando la presion en el ojo y causando dafios al nervio éptico.

El desprendimiento de retina y esta neovascularizacién junto con la
proliferacion del tejido fibrovascular, es una caracteristica de la etapa RDP. A
pesar de las graves complicaciones en esta fase, el EMD es la principal causa de
la pérdida de agudeza visual en la DM vy, aunque puede ocurrir en cualquier
etapa, es méas frecuente en las fases avanzadas de la enfermedad (Joussen, Smyth,
y Niessen 2007). Ademas puede ocurrir de forma independiente a la RD, por lo

que debe evaluarse como tal (Maheshwary et al. 2010).

Independientemente de estas variadas etapas que caracterizan la RD, el
principal cambio progresivo que conduce a la retinopatia en pacientes diabéticos

sigue siendo especulativo en términos de complicaciones microvasculares y
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bioguimicas que conducen al estrés oxidativo/nitrosativo (Mahajan, Arora, y
Sandhir 2019).

6. MECANISMOS MOLECULARES Y
FISIOPATOLOGICOS EN EL DESARROLLO DE
LA RETINOPATIA DIABETICA

La RD es una enfermedad multifactorial con una etiologia compleja. Los
mecanismos exactos por los cuales los altos niveles de glucosa en la sangre
producen complicaciones de la DM no estan del todo claros. Sin embargo, se
sabe que la hiperglucemia tiene efectos metabdlicos que inducen dafio
microvascular a la retina, por ello se entiende a la RD como una microangiopatia
(Shafabakhsh et al. 2019). Aunque en general la RD afecta a los pequefios vasos
retinianos (arteriolas, capilares y vénulas precapilares), también pueden verse
afectados los vasos retinianos mas grandes. Se ha relacionado directamente la
duracion y magnitud de la hiperglucemia con la aparicion de la microangiopatia.
Las células endoteliales microvasculares son objetivos del dafio hiperglucémico,
pues no son capaces de reducir la velocidad de transporte de glucosa cuando las
concentraciones son altas, generando una hiperglucemia intracelular que da lugar
a una disfuncion endotelial (Stehouwer 2018). Los cambios dentro de los
capilares retinianos incluyen engrosamiento de la membrana basal, disfuncién
de las células epiteliales debido a la pérdida de TJs epiteliales, pérdida de
pericitos, agregacion plaquetaria, aumento de la permeabilidad, oclusion de los
capilares y formacion de microaneurismas (Semeraro etal. 2019). El
microaneurisma es el sello distintivo de la enfermedad microvascular retiniana
en pacientes diabéticos. Se ha sugerido que pueden resultar de dilataciones

asimétricas de la pared capilar donde se debilita o dafia después de la pérdida de
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los pericitos de soporte y aumentos localizados de la presion hidrostética
(Scanlon 2015).

En su conjunto, el dafio de las células del endotelio vascular con
alteraciones de la membrana basal capilar y con la pérdida de pericitos, parece
gue es uno de los factores mas importantes en el desarrollo de la enfermedad, al
ocasionar la rotura de la iBRB y aumentar la permeabilidad (C. Li et al. 2017).
Debido a la pérdida de pericitos, se genera una disminucién en la
microcirculacion de la retina que conduce a una situacion de isquemia e hipoxia.
Como consecuencia, se produce la activacion de ciertos receptores y la liberacién
de mediadores como el VEGF. La sobreproduccion de VEGF estimula la
formacion de neovasos defectuosos con permeabilidad aumentada,
contribuyendo a la aparicion de exudados, la formacién de edemay el desarrollo
de fibrosis en los tejidos (Hammes 2018; Rossino, Dal Monte, y Casini 2019).
Muchos de los efectos de la hipoxia estan mediados por el factor inducible por
hipoxia-1 a (HIF-1a), un factor de transcripcion sensible al oxigeno, siendo el
VEGF un producto “aguas abajo” de HIF-1a (Arjamaa y Nikinmaa 2006).

El dafio que ocasiona la hiperglucemia podria explicarse mediante unos
mecanismos interrelacionados que ocurren de forma simultanea o escalonada en
el interior de la célula endotelial. Clasicamente, las alteraciones bioquimicas a
las que se les atribuye el desarrollo de la RD incluyen: un mayor flujo de la ruta
de polioles, incremento de los AGEs, aumento de la ruta de hexosaminas y
activacién de la PKC (Figura 11). En la actualidad, los diversos estudios han
ampliado estas alteraciones a la sobreexpresion del sistema renina-angiotensina
(RAS, del inglés renin—angiotensin system) y modificaciones epigenéticas
(Frank 2004; Mahajan, Arora, y Sandhir 2019; Threatt et al. 2013).
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Figura 11. Vias bioquimicas clésicas involucradas en la glucotoxicidad de la
patogénesis de la RD (Rodriguez et al. 2019).

Los efectos generales de estas anormalidades metabdlicas se
hipotetizan como resultado del aumento de la produccion de ROS y RNS, y el
dafio oxidativo y nitrosativo asociado, siendo los mediadores clave en la
induccion de disfunciones vasculares y lesiones relacionadas a la circulacion
retiniana (Tarr et al. 2013).
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Es importante sefialar que, gracias a los avances en el conocimiento de
la patogenia de esta enfermedad, se sabe que la RD no se reduce al dafio
microvascular. Cada vez son mas los estudios que sugieren que la
neurodegeneracion es un evento precoz en el desarrollo de la RD y que puede
incluso preceder al dafio vascular anteriormente descrito. De hecho, se ha visto
gue muchas de las alteraciones inducidas por la DM pueden contribuir a que se

produzca una degeneracion neuronal (Heng et al. 2013).

6.1 Rutas moleculares en el desarrollo de la RD

6.1.1 Ruta de los polioles

Esta via se basa en la conversion del exceso de glucosa en sorbitol,
usando NADPH como cofactor en una reaccidn catalizada por la enzima aldosa
reductasa. El gen de esta enzima presenta un polimorfismo asociado (C106T) a
una mayor susceptibilidad a la RD en individuos con DM1 (Zhou et al. 2015).
Debido al aumento en su produccion y a la impermeabilidad de la membrana a
este poliol, se acumula y genera dafio osmético (Willermain et al. 2018). El
sorbitol formado se convierte posteriormente en fructosa por la accion de la
sorbitol deshidrogenasa. La frustosa producida, es fosforilada por la fructosa-3-
fosfato, que a su vez se descompone en 3-desoxiglucosona. Ambas moléculas
son fuertes agentes glicosilantes que dan como resultado la formacion de AGEs
(Lorenzi 2007) (Figura 12).
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Figura 12. Ruta de los polioles. El exceso de glucosa aumenta la produccidn de sorbitol,

el agotamiento de NADPH y la sintesis de AGEs, dando como resultado el aumento de

ROS y el dafio celular.

Otro agravante en el dafio derivado del aumento del flujo de la ruta del

poliol, reside en agotamiento del NADPH celular, lo que afecta a los niveles de
GSH y "NO reducidos, resultando en un desequilibrio redox (Lorenzi 2007). En

laretina, el GSH desempefia un papel protector esencial en la reduccion del estrés
oxidativo al que esta sometido diariamente, por lo que esta disminucion en la

regeneracion de GSH es critica (Ganea y Harding 2006).

Se ha sugerido que la via del poliol es el inico mecanismo de toxicidad
de glucosa responsable del espectro de anomalias tanto neurales y como
vasculares. Numerosos estudios han indicado que el aumento de los niveles de
sorbitol y fructosa en la retina es capaz de mediar el aumento de la apoptosis
neuronal (Giri et al. 2018). De hecho, aunque la ruta del poliol es una ruta menor
del metabolismo de la glucosa, se considera que juega un papel fundamental en
laRD.
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6.1.2 Via de los productos finales de glucosilacion avanvada

La hiperglucemia desarrollada durante la diabetes desencadena la
formacion de AGEs, un grupo heterogéneo de moléculas deletéreas producto de
la union no enzimatica de glucosa con grupos amino libres de proteinas, lipidos
y é&cidos (Giacco y Brownlee 2010). Los AGES se unen a sus receptores
transmembrana denominados RAGE (receptor para el producto final de glicacion
avanzada) y desencadenan una cascada de sefiales inflamatorias (Brownlee
2001). La inflamacion puede conducir a un dafio vascular irreversible capaz de
persistir mucho después de que se hayan restablecido las condiciones glucémicas
normales, un estado grave conocido como "memoria metabdlica” (Filla y
Edwards 2016). Los RAGE se encuentran en células como los macrofagos,
células endoteliales vasculares y células vasculares del musculo liso, y cuya

union afecta a su funcionalidad (Mahajan, Arora, y Sandhir 2019).

Los AGEs se acumulan en la circulacion debido a su aclaramiento renal
ineficaz. A esto contribuyen ademas los AGEs exdgenos presentes en la dieta,
que también se acumulan en los pacientes diabéticos (Mahajan, Arora, y Sandhir
2019). Su acumulacién genera un aumento en el engrosamiento de los vasos y
agregacion plaquetaria, provocando una obstruccion del vaso que conduce a una
isquemia responsable de la induccion de factores de crecimiento vy
neovascularizacion, y activacién de sefiales intracelulares como MAPK/NF-kB,
gue se han relacionado con la apoptosis de las células retinianas y la inflamacion
vascular (Sun et al. 2017; Xu et al. 2018).

Los AGEs son fundamentales en la induccion de la produccién de ROS
al alterar proteinas, enzimas y material genético de las mitocondrias por
glicacion (Manigrasso etal. 2014). Ademas, el estrés oxidativo acelera la
formacion de AGEs, y aunque el cuerpo humano es capaz de degradarlos por

ubiquitinacion y autofagia, puede resultar insuficiente para evitar su acimulo
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(Bejarano y Taylor 2019). En la retina diabética, la glicosilacion de proteinas en
forma de AGEs puede conducir a la reticulacién de proteinas y modificaciones
de la matriz extracelular, por lo que tienen un papel destructivo al alterar la

guimica de sus proteinas estructurales (Giacco y Brownlee 2010).

6.1.3 Ruta de las hexosaminas

Otra via crucial implicada en la patogénesis de la RD es la via de la
hexosamina, que en si misma es una rama menor de la glucélisis. La glutamina
proporciona un grupo amino a la fructosa-6-fosfato generada mediante la
glucolisis. Ello conduce a la formacion de glucosamina 6-fosfato (GlucN-6-P),
reaccion catalizada por la fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFAT) (Jones
etal. 2014). La GlucN-6-P se acetila y se isomeriza a N-acetilglucosamina 6-
fosfato y finalmente se convierte, por la accion enzimatica de ON-Acetil-GIuN
transferasa (OGT) en difosfato uracil-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAC), que
puede formar proteoglucanos, glucolipidos y glicoproteinas (Buse 2006).

De manera similar a la ruta del poliol, en presencia de niveles elevados
de glucosa se genera una gran cantidad de ROS, lo que puede inhibir la actividad
de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y resultar en la entrada
de productos glucoliticos a la via de la hexosamina (Du etal. 2003). La
glucosamina producida por la hexosamina activada aumenta la produccion de
H202, que deriva en un aumento de la oxidacion, cambios en el endotelio celular,
mayor permeabilidad vascular y angiogénesis. La inhibicién de GAPDH también
induce la actividad de la via AGE a través de las interacciones con metilglioxal
intracelular; un subproducto de la glucolisis, lo que lleva al aumento del estrés
oxidativo retiniano (MY. Wu et al. 2018).
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6.1.4 Viade la proteina quinasa C

La PKC es una familia de quinasas dependientes de AMPc con alteracién
de su actividad bajo condiciones hiperglucémicas y con accién demostrada en la
RD. Se cree que muchas de las alteraciones microvasculares en los ojos de
pacientes con diabetes surgen de la activacion de la PKC (Clarke y Dodson
2007). Se han identificado varias isoformas de PKC en los sistemas biolégicos
las cuales pueden subdividirse en tres grupos: las isoformas convencionales
(PKC-a, B1, B2 y 7y), que se activan mediante fosfatidilserina, calcio y
diacilglicerol (DAG) o ésteres de forbol como el forbol 12-miristato-13-acetato
(PMA); las nuevas PKC (PKC-3, -8, -n y -¢), activadas por fosfatidilserina, DAG
0 PMA; y las PKC atipicas (PKC-{ y -1/A), que no son activados por calcio, DAG
0 PMA (Steinberg 2008).

Varios estudios han demostrado, que la activacion de la via PKC puede
conducir al dafio de las células endoteliales al aumentar la permeabilidad
endotelial, cambiar la biodisponibilidad de NO, reducir la produccién de
prostaglandinas, inducir la expresion de VEGF e inducir la produccion de
tromboxano y endotelina-1 (Amadio et al. 2010; Das Evcimen y King 2007; Noh
y King 2007). El estado hiperglucémico induce la sintesis DAG, lo que conduce
a la activacion de la via PKC. Se ha demostrado que varias isoformas de PKC se
activan durante la patogénesis de RD, como PKC-a, -B, -6 y -¢ (Idris, Gray, y
Donnelly 2001). La activacion de PKC-f induce la liberacion de NO, endotelina-
1y VEGF en las células endoteliales, lo que aumenta la permeabilidad vascular
de la retina y disminuye el flujo sanguineo causando EMD. La activacion de
PKC-4 induce la formacion de ROS y activa la via p38 y MAPK, que promueve
la expresion de la fosfatasa-1 que contiene la region 2 del dominio de homologia
de Src (SHP-1, del inglés Src homology region 2 domain-containing
phosphatase 1) y NF-«B, inhibiendo asi la expresion del factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF, del inglés platelet derived growth factor) y
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activando la sefializacion de caspasa, que finalmente lleva a la pérdida de
pericitos retinianos y a la formacion de microaneurismas (Safi et al. 2014; MY.
Wu et al. 2018).

La PKC contribuye al dafio de los capilares retinianos al activar la

NAD(P)H-oxidasa (NOX). El O; ~ producido interactGa con el *NO y forma

ONOO- que, a su vez, puede oxidar la histona 4B (H4B) para producir el
desacoplamiento NOS endotelial y la produccion de ONOO- con disfuncion

endotelial posterior (Rodriguez et al. 2019).

6.1.5 Sistema renina-angiotensina

En las primeras etapas de la RD se produce la ruptura de la BRB, y una
explicacion a su posible causa es la alteracion en la permeabilidad vascular por
el RAS (Kim et al. 2009).

El RAS se consider6 originalmente como un mecanismo regulador de la
presion arterial sistémica al controlar la homeostasis hidroelectrolitica (RAS
circulatorio). También hay numerosos 6rganos capaces de producir de forma
local componentes del RAS (RAS tisular) como en los 0jos, el cerebro, los vasos,
las glandulas suprarrenales, los testiculos y los rifiones (Bader y Ganten 2008).
El RAS tisular funciona de forma paracrina, y cuando se activa de forma crénica
desencadena una serie de acciones patogénicas significativas que incluyen la
estimulacidn de fibrosis, inflamacion, proliferacién celular, neovascularizacion
y estrés oxidativo (Montezano et al. 2014). Son varios los dafios en los érganos
resultantes de la activacion del RAS tisular, sin embargo, el mecanismo
molecular detallado para su activacion sigue siendo desconocido (Kanday Ishida
2019).

El primer paso en la actividad del RAS circulatorio es la sintesis de

preprorenina en las células yuxtaglomerulares del rifién, su escision en prorenina
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y su posterior liberacion como prorenina o renina. La enzima renina actta sobre
el angiotensindgeno producido en el higado para liberar la angiotensina | (Ang
1), la cual daré lugar a Ang Il gracias a la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE) ubicada en las células endoteliales, mayoritariamente en el
endotelio pulmonar (Wilkinson-Berka et al. 2019). La Ang Il actda sobre dos
receptores principales, el receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R) y el tipo 2
(AT2R) (Wilkinson-Berka et al. 2019). En términos generales, la activacion a
través de AT1R causa vasoconstriccion de los vasos retinianos, mientras que la
activacion a través de AT2R se asocia con vasodilatacion (Downie et al. 2009)
(Figura 13).

El RAS tisular se caracteriza por su independencia en el procesamiento
de la prorenina para adquirir actividad renina, y requiere de un paso alternativo
que incluye el receptor (pro) renina (PRR). La union de este receptor con la
prorenina desencadena lo que se conoce como sistema de prorenina asociado al
receptor (RAPS), que no solo conduce a la activacion del RAS tisular, sino
también a la transduccion de la sefial intracelular, regulando asi la expresion de
diversos agentes patdgenos como VEGF-A a través de la sefial ERK1/2 (Kanda
y Ishida 2019; Nguyen et al. 2002), ligando de quimiocinas C-C 2 (CCL) y
molécula de adhesion intercelular, todos los cuales han sido verificados como

responsables de la patogénesis de la RD (Nagai et al. 2007).
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Figura 13. Descripcion general del RAS y sus acciones sobre la vasculatura retiniana
(Wilkinson-Berka et al. 2019).

ElI PRR puede unirse tanto a la renina como a la prorenina, sin embargo,
la afinidad de uni6n a la prorenina es mucho menor (Nguyen y Muller 2010). La
estimulacion del PRR ejerce sus acciones independientemente de Ang Il para
promover eventos que incluyen inflamacion y proliferacion. EI RAS también
posee una via contrarreguladora a través del receptor AT2R y Mas (MasR)
(Figura 13). La union de Ang Il al AT2R, opuestamente a la unién Ang Il con
ATI1R, disminuye la fibrosis y la inflamacién por su accion vasodilatadora ya
comentada (Patel et al. 2016).

Ademas, la escision de Ang Il por un homdlogo de ACE, ACE2, produce
angiotensina 1-7 que se une al AT2R y al MasR, antagonizando parcialmente los
efectos de ATI1R. Este eje protector ACE2/Ang 1-7/MasR se puede regular

durante la enfermedad para reducir la disponibilidad y las acciones perjudiciales
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de Ang Il (Kaschina, Namsolleck, y Unger 2017). La Ang Il también estimula la
liberacion de aldosterona de las células de la zona glomerulosa de las glandulas
suprarrenales, hormona de importante funcion en la homeostasis electrolitica a
través del receptor de mineralocorticoides (MR) (Barrera-Chimal, Girerd, y
Jaisser 2019).

6.1.6 Micro ARN

Los mIiARN son secuencias cortas enddgenas de ARN
(aproximadamente 21-23 nucle6tidos) que no codifican ninguna proteina. Los
miARN pueden modular la expresion génica a nivel transcripcional y
postranscripcional, induciendo la degradacion del ARN mensajero (ARNm) tras
su unién a la region no traducida (UTR, del inglés untranslated region) 3' de sus
dianas en el espacio intracelular. Los estudios han mostrado que los miARN se
expresan en todos los tipos de células humanas y que participan en procesos
bioldgicos esenciales como el crecimiento celular, la diferenciacion y la
apoptosis (Gong y Su 2017). Es mas, los miARN regulan casi todos los procesos
celulares y de desarrollo como la regulacion de las respuestas inmunes y la
inflamacion (Nejad, Stunden, y Gantier 2018). Se ha descubierto que un solo
miARN puede modular la expresién de varios ARNm. Ademas, mas del 60% de
los ARNm tienen sitios de unién para multiples miARN (Shafabakhsh et al.
2019) haciendo mas compleja la comprension del papel de estas moléculas en la

biologia celular.

A partir de estudios recientes, se ha mostrado que los miARN
desempefian funciones criticas en la proliferacion, migracion y apoptosis de las
células de la retina, seguidas de la patogénesis de la RD, por lo que las
alteraciones epigenéticas participan en el desarrollo de la RD (Gong et al. 2017).
Ademas, estos miARN pueden estar involucrados en la patogénesis de la RD

cuyos genes diana son factores de sefializacion de inflamacion y angiogénesis,

44



en parte, a través de la mediacion de VEGF (Gong y Su 2017), mostrandose
participes en la progresion de la enfermedad. De hecho, hay algunos miARNs
gue se han encontrado disminuidos en modelos animales de RD, como miARN-
146a, miARN-200b y miARN-29b, cuyos genes diana son fibronectina
(implicada en fibrosis y engrosamiento de la membrana basal), VEGF (un factor
angiogénico) y PAX (un activador de una via proapoptotica), respectivamente
(Feng et al. 2011; Silva et al. 2011).

7. DIAGNOSTICO

La RD es en gran parte asintomatica, lo que significa que la patologia
puede estar avanzada de forma significativa en el momento en que los pacientes
perciben una pérdida de vision. Por lo tanto, es necesario un diagnostico
temprano que detecte los primeros signos antes de que la enfermedad progrese a
estadios mas graves (Stitt et al. 2013). El desarrollo de la RD es un proceso lento
en las fases iniciales. Se necesita un periodo minimo de entre cinco a diez afios
de hiperglucemia mantenida para que comiencen a manifestarse las lesiones
microangiopaticas. Ademas, en su progresion influyen determinados factores de
riesgo. Estos factores pueden dividirse en modificables (hiperglucemia,
hipertension, hiperlipidemia y obesidad) y no modificables (duracién de DM,
pubertad, embarazo, cirugia de cataratas, tipo de DM y antecedentes familiares
de RD), pero entre todos ellos destaca por su importancia el grado de control
metabdlico (Shrote y Diagavane 2015). Se ha demostrado que por cada
reduccion del 1% en la HbAlc, el desarrollo de RD disminuye en un 40%
(Mohamed, Gillies, y Wong 2007), y si el nivel de HbAlc se mantiene por debajo
del 7,6% (60 mmol/mol), parece prevenir la RDP durante 20 afios en pacientes
con DM1 (Nordwall et al. 2015). Por ello, para evitar el dafio irreparable de la
retina causado por la hiperglucemia cronica se considera crucial la deteccion y

el control estricto de la DM.
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Para el diagnostico de la DM se utilizan 3 pardmetros: la sobrecarga
oral de glucosa (SOG), la glucemia plasmética y los niveles de HbAlc. Los
puntos de corte para considerar la aparicion de DM se han establecido en una
glucemia plasmatica basal > 126 mg/dl, una glucemia plasmatica 2 horas tras
una SOG > 200 mg/dl, o una HbAlc > 6,5%. Ademas, una medicién de glucemia
plasméatica > 200 mg/dl en cualquier momento, acompafiada de sintomas de
hiperglucemia, también se considera un parametro diagnéstico (Diaz Naya y
Delgado Alvarez 2016).

Como se ha mencionado, la RD tiene una gran carga asintomatica,
debido a ello, desde el momento del diagndstico de la DM se debe mantener un
control periodico de la enfermedad con el objetivo de detectar su aparicion
temprana. Con este fin, se han establecido una serie de recomendaciones, las
cuales marcan los tiempos en los que se debe aplicar un examen ocular completo
para el correcto seguimiento y deteccion de la RD (Hendrick, Gibson, y
Kulshreshtha 2015) (Tabla 2).

46



Recomendaciones para la deteccion temprana de la RD

Para las personas con DM1 diagnosticada después de la pubertad, la deteccion
de RD debe iniciarse 5 afios después del diagnostico de diabetes.

Para las personas diagnosticadas con DM1 antes de la pubertad, la deteccién
de RD debe iniciarse en la pubertad, a menos que existan otras
consideraciones que sugieran la necesidad de un examen previo.

La deteccidn de RD en personas con DM2 debe iniciarse en el momento del
diagnostico de la enfermedad.

La deteccion posterior de RD en individuos depende del nivel de retinopatia.

a. En aquellos que no muestran evidencia de retinopatia, la deteccion
debe realizarse todos los afios.

b. En aquellos con DM1, cada 1 a 2 afios; en aquellos con DM2, debe
determinarse por cumplimiento anticipado.

c. Una vez que se detecta RDNP, el examen debe realizarse al menos
una vez al afio para RDNP leve, o con mayor frecuencia (de 3 a 6
meses) para RD moderada o grave.

d. Para RDNP grave, RDP y EMD clinicamente significativo, el examen
generalmente se realiza cada 2 a 4 meses.

Para DM diagnosticada antes del embarazo, se realiza un examen ocular
completo durante el primer trimestre del embarazo.

a. Si hay una RD minima o una RDNP de leve a moderada, se
recomienda un intervalo de seguimiento de 3 a 12 meses.

b. Para RDNP grave, se recomienda un intervalo de 1 a 3 meses.

c. La revision y el tratamiento oftalmicos deben realizarse de manera
expedita (generalmente dentro de 1-4 semanas) para pacientes con
RDP y EMD.

Tabla 2. Recomendaciones clinicas para el diagnéstico y seguimiento de la RD
(Hendrick, Gibson, y Kulshreshtha 2015).

La modalidad de deteccion recomendada para la RD y el estadio en el
que se encuentra se realiza mediante biomicroscopia con lampara de hendidura

dilatada con lente o fundoscopia dilatada, que incluye un examen esteroscépico
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del polo posterior por un oftalmélogo u optometrista (Hendrick, Gibson, y
Kulshreshtha 2015).

8. TRATAMIENTO

En las primeras etapas de la RD la uUnica estrategia terapéutica es un
control estricto de los factores de riesgo (principalmente la glucosa en sangre y
la presion arterial) para prevenir el desarrollo de la patologia o detener su
progresion (Hernandez et al. 2017). Los tratamientos actualmente disponibles
son aplicables s6lo en etapas muy avanzadas donde la vista se encuentra
amenazada, e incluyen: fotocoagulacion con laser, inyecciones intravitreas de
corticosteroides o agentes anti-VEGF y cirugia vitreorretiniana; todos ellos

opciones invasivas (Calderon et al. 2017).

En general, la farmacoterapia, tanto ocular como sistémica, es el modo
principal de intervencion de la RD y el EMD. La terapia con laser convencional
se ha convertido en una intervencion secundaria, pero sigue siendo la opcion de
primera linea cuando el coste y la carga del tratamiento farmacoldgico son
limitados. Aungue todos los tratamientos dependen en Ultima instancia de la
situacion clinica especifica en la que se encuentre el paciente, se han sugerido
unas pautas en la aplicacion de la terapia a sequir (Figura 14) (Mansour et al.
2020).
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Figura 14. Arbol de decision en el tratamiento sugerido para el escenario clinico de
RDP. Modificado de (Mansour et al. 2020).

Un volumen creciente de datos respalda el papel del proceso
inflamatorio en la patogénesis de la RD y sus complicaciones, que incluyen tanto
el aumento de la permeabilidad vascular de la retina como la neovascularizacion.
La inflamacion también puede contribuir a la neurodegeneracion de la retina. La
evidencia de que la inflamacion de bajo grado desempefia un papel fundamental
en la patogénesis del EMD ha abierto nuevas vias y objetivos para el desarrollo
de tratamientos mejorados. Los compuestos antiinflamatorios como los
glucocorticoides intravitreos, medicamentos antiinflamatorios tdpicos no
esteroideos (AINES), antioxidantes, inhibidores de moléculas inflamatorias,
bloqueadores del RAS y terapias antiinflamatorias naturales, pueden
considerarse para reducir la tasa de administracion de agentes

antineovascularizantes en el tratamiento de RD (Semeraro et al. 2019).
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8.1 Tratamiento farmacolégico

La farmacoterapia para la RD y el EMD se puede subdividir por clase de

farmacos y via de administracién (Tabla 3). La clase mas importante de farmacos

son los que actuan disminuyendo los efectos del VEGF, seguidos de los

corticosteroides. Mucho menos importantes son los bloqueadores de los

receptores de angiotensina sistémicos y los fibratos. Hasta ahora, los

medicamentos antiinflamatorios no esteroideos tdpicos se han demostrado

ineficaces en el manejo de EMD a largo plazo (Mansour et al. 2020).

Viade
administracion

Tipo de farmaco

Anti-VEGF

Corticosteroides

Inhibidores
RAS

Bloqueadores
del receptor

de

angiotensina

Fibratos

AINEs

Intravitreal

Bevacizumab
(anticuerpo)
Aflibercept
(proteina de
fusion
recombinante)
Ranibizumab
(anticuerpo)
Pegaptanib
(aptamero)
Conbercept
(proteina de
fusién
recombinante)

Dexametasona
Fluocinolona
Triamcinolona

Diclofenaco

Periocular

Triamcinolona

Topical

Nepafenaco

Ketorolaco

Oral

Enalapril

Losartan
Candesatan

Fenofibrato

Tabla 3. Farmacoterapia de la RD y el EMD.

Actualmente, las tres clases principales de agentes farmacoldgicos

utilizados son los corticosteroides, los antagonistas del VEGF y los agentes que

estan involucrados en la modulacién de las vias bioquimicas de poliol, de la
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PKC, y cambios en la estructura y funcion de macromoléculas a través de la
formacion de AGE, aunque estas Ultimas requieren de mayores estudios para su

aplicacién regular (Semeraro et al. 2019).

8.1.1 Tratamiento anti-VEGF

La terapia con inyecciones intravitreas de farmacos anti-VEGF se ha
convertido en el tratamiento por excelencia para la RD y sus complicaciones
angiogénicas. Los agentes anti-VEGF mas comunes utilizados en el tratamiento
de EMD son el anticuerpo monoclonal ranibizumab (Lucentis®), el anticuerpo
de larga duracion bevacizumab (Avastin®), el aptdmero pegaptanib (Macugen®)
y la proteina de fusion recombinante aflibercept (Eylea®) (Diabetic Retinopathy
Clinical Research Network et al. 2015; Sultan et al. 2011). Sin embargo, estos
medicamentos no tienen ningun efecto sobre la patogénesis de la RD y deben
administrarse a través de inyecciones intravitreas invasivas frecuentes durante
muchos afios (se estima que sean alrededor de 12-15 inyecciones en los primeros
tres afios de tratamiento) (Elman et al. 2012). Ademas, las terapias anti-VEGF
son costosas y estan asociadas con un compromiso financiero/protocolo de
administracion/beneficio para el paciente considerable para la institucion clinica
(Semeraro et al. 2019). También llevan asociados efectos adversos como la
susceptibilidad a la aparicion de endoftalmitis, flotadores vitreos y aumento
transitorio de la presién intraocular (Diabetic Retinopathy Clinical Research
Network et al. 2015).

8.1.2 Administracion de corticosteriodes

Considerando la participacion de los procesos inflamatorios en la
patogénesis de la RD, los farmacos antiinflamatorios son una atractiva opcion

para el tratamiento de la enfermedad (Gologorsky, Thanos, y Vavvas 2012).
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Debido a sus efectos antiinflamatorios y antiangiogénicos, los
corticosteroides se han incluido en el tratamiento de RD y EMD. Varios
mediadores de la inflamacidn se encuentran regulados positivamente en la RD,
juegan un papel importante en su patogénesis y pueden ser modulados con
corticosteroides como son: el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), la
interleucina-1p (IL-1pB) y el VEGF (B. Kumar et al. 2012). Entre sus efectos, los
corticosteroides reducen la permeabilidad vascular y la ruptura de la BRB,
impiden la adhesion de los leucocitos a las paredes vasculares, inhiben la
transcripcion y traduccién del gen VEGF y disminuyen rapidamente el EMD

(Falcdo, Falcdo-Reis, y Rocha-Sousa 2010).

El modo principal de suministro es a través de la ruta intravitrea para
evitar las limitaciones que presenta la BRB. Sin embargo, estas inyecciones
suelen asociarse con efectos adversos relacionados con los esteroides, incluidos
la catarata, la elevacién de la presion intraocular, el glaucoma y los efectos
secundarios menos comunes relacionados con la inyeccion, como son el
desprendimiento de retina, hemorragia vitrea y endoftalmitis (Quiram, Gonzales,
y Schwartz 2006). Ademas, su efectividad a corto plazo y transitoria son factores
limitantes en la aplicacion de este tratamiento. Con frecuencia, se necesitan
nuevas inyecciones a diferentes intervalos de tiempo cuando cesan los efectos
antiedematosos, dependiendo de la vida media del esteroide que se esté usando.
Actualmente, se utilizan varios esteroides diferentes para tratar el EMD, como la

triamcinolona, la fluocinolona y la dexametasona (Kastelan et al. 2013).

Los efectos secundarios asociados al uso cronico y la necesidad de
reinyecciones han llevado al desarrollo de nuevos métodos de administracion
intravitrea como la liberacion sostenida. Esta técnica sitla un implante en la parte
posterior del ojo con una aguja del calibre 25. Las formulaciones de liberacion
lenta evitan la necesidad de inyecciones repetidas, permitiendo el uso de

pequefias cantidades de corticosteroides con menos efectos secundarios
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(Kompella, Kadam, y Lee 2010). Existen dispositivos tanto no biodegradables,
como biodegradables, donde los polimeros que lo componen se degradan
lentamente con el tiempo, lo que evita complicaciones secundarias en la cirugia

al retirarlos en comparacion con los no biodegradables (Kuno y Fujii 2010).

8.1.3 Bloqueadores del sistema renina-angiotensina

El RAS también es una diana terapéutica en la RD ya que esta
involucrado tanto en la DM como en la inflamacion de la retina inducida por la
hipertension. Ademas el RAS interrelaciona con otros agentes etiolégicos como
son el estrés oxidativo y los AGE (Sjelie y Chaturvedi 2002). Varios ensayos
gue han utlizado inhibidores de RAS en RD muestran resultados inconsistentes.
De hecho, existen estudios como el llevado a cabo por Mauer et al., en el que el
uso de inhibidores de la ACE, como el enalapril, o la monoterapia con
bloqueadores de los receptores de angiotensina, como con el losartan,
demostraron ralentizar la progresion y el inicio de la RD (Mauer et al. 2009). Sin
embargo, otros trabajos como el de Wang et al. 2015 muestran unos efectos
moderados sobre la progresion y regresion de la RD en comparacién con
pacientes normotensos. Por lo tanto, se necesitan mas estudios para aclarar el
papel de ECA y bloqueadores de los receptores de angiotensina en el tratamiento

de la RD antes de que se comprenda completamente su utilidad clinica.

8.2 Terapia laser

El tratamiento con laser de fotocoagulacion de rejilla, focal o
panretiniana (FPR) ha sido la herramienta més eficaz para retrasar la progresion
de la RD durante los tltimos 30 afios (Wang y Lo 2018).

La FPR a menudo se usa en la RDP para disminuir la demanda de

oxigeno y reducir la neovascularizacion. La FPR posibilita la eliminacion de la
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retina hipoxica y/o el aumento de la difusion de O, desde la coroides para
complementar la circulacion retiniana comprometida. Ademas, el tratamiento
con laser disminuye la produccion de factores vasoproliferativos e inhibe la
neovascularizacion. La técnica implica la aplicacion de puntos laser dispersos
entre 200500 pwm sobre toda la retina periférica; respetando la macula central.
En el caso del EMD, los puntos laser son aplicados en zonas de microaneurismas

en el area macular para reducir la exudacion (Ellis et al. 2019).

El uso de la terapia con laser para controlar la enfermedad de la retina
relacionada con la DM desempefia una funcién importante. Esta suele ser
empleada en aquellas situaciones en las que el uso de la farmacoterapia esta
contraindicado, haya un mal seguimiento de las visitas del paciente, la respuesta
ante el tratamiento anti-VEGF sea ineficaz, o si la paciente estd embarazada
(Mansour et al. 2020). Ademas, presenta ventajas como su bajo coste y reducido

namero de visitas, que generalmente se sitdan entre unay cuatro sesiones.

Si bien el tratamiento con FPR puede controlar en gran medida la
neovascularizacion y prevenir la ceguera, es incapaz de restablecer la vision vy,
ademas, presentan sus propios efectos perjudiciales para la vista (Lee, Wong, y
Sabanayagam 2015). Dada su naturaleza destructiva, la terapia con laser causa
dafio permanente a las células de la retina, lo que lleva a efectos secundarios que
incluyen: pérdida moderada de la vision, edema macular, disminucion del campo
visual, reduccién de la vision del color, reduccion de la visién nocturna y
disminucién de la sensibilidad al contraste (Fong, Girach, y Boney 2007). En
algunos casos, el uso de la fotocoagulacion con l&ser previa y agentes intravitreos
anti-VEGF pueden inducir cambios fibréticos en la neovascularizacion retiniana
preexistente, causando un desprendimiento traccional de retina con la necesidad

de cirugia temprana para evitar la ceguera permanente (Helbig 2007).
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8.3 Intervencién quirurgica

La intervencién quirdrgica se encuentra reservada para aquellas
situaciones que no responden a la farmacoterapia, el laser, la terapia combinada
0 casos que han tenido formas crénicas y graves de EMD, cuando el dafio
retiniano es irreversible. ElI uso de la vitrectomia es por tanto crucial en
escenarios como: hemorragias vitreas que no desaparecen, desprendimiento de
retina traccional en la RDP y anomalias en la interfaz vitreorretiniana que

impiden la resolucién del edema macular (Sharma et al. 2016).

Antes de proceder a la intervencidn vitreorretiniana, todos los pacientes
deben someterse a un examen oftalmoldgico exhaustivo de ambos ojos, pues la
medicion de la agudeza visual preoperatoria es importante para la prediccion de
la mejora visual tras la cirugia (Summanen 1989). Ademas, para facilitar la
intervencion, se suele incluir como complemento preoperatorio de la vitrectomia
una inyeccion intravitrea de agentes anti-VEGF, como bevacizumab,
ranibizumab o aflibercept, en aquellos pacientes donde no haya
contraindicaciones, ya que provocan una rapida involucién de la
neovascularizacién activa (Zhao et al. 2011). La fotocoagulacion intraoperatoria
también reduce el impulso isquémico retiniano y previene las

neovascularizaciones activas (Mansour et al. 2020).

La cirugia puede ayudar a prevenir el desarrollo de futuras
complicaciones de la RD. Se ha demostrado que la extraccién de la mayoria del
cuerpo vitreo junto con la membrana hialoide durante la vitrectomia quirdrgica,
mejora la oxigenacion retiniana, reduce el crecimiento de las membranas
fibrovasculares debido a la falta de armazén para la proliferacion, aumenta el
recambio de citocinas intraoculares y elimina las barreras mecanicas en la salida

de liquidos y metabolitos, asi como los impedimentos a la penetracion
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intrarretiniana de los medicamentos administrados por via intravitrea (Nakajima
et al. 2015).

Sin embargo, a pesar de los avances en la instrumentacion y el
refinamiento de la técnica quirdrgica, la vitrectomia diabética sigue siendo una
de las condiciones mas dificiles, incluso para los cirujanos mas experimentados.
Esto se debe esencialmente a la variabilidad en la anatomia quirdrgica que
presenta cada caso. Ademas, presenta consecuencias postoperatorias, como
desprendimiento de retina rematdgeno, desarrollo inevitable de cataratas,
reproliferacion de las membranas fibrovasculares diabéticas, hemorragia vitrea,
aparicion de membranas epirretinianas, presién intraocular elevada y glaucoma
neurovascular (Khuthaila et al. 2013; Lahey, Francis, y Kearney 2003; Sharma
et al. 2016). De hecho, debido a su bajo coste, el uso de la vitrectomia para RD
y EMD se realiza ampliamente en regiones del mundo donde los recursos
econdémicos son mas limitados, e incluso en naciones relativamente ricas para

pacientes con seguro médico insuficiente (Mansour et al. 2020).

9. POLIFENOLES NATURALES CONTRA LA
RETINOPATIA DIABETICA

Todos estos tratamientos mencionados son caros, incomodos para los
pacientes, requieren un especialista vitreorretinal, tienen una limitada efectividad
debida a los protocolos de administracion utilizados y presentan un significativo
namero de efectos secundarios (Stitt et al. 2016). Pese a los beneficios que estas
terapias muestran en el retraso de la progresion de la RD y la mejora de vision,
el dafio a los vasos sanguineos de la retina y las funciones de las células
neuronales es irreversible (Rodriguez et al. 2019). Aun después de los avances
realizados en el tratamiento de la retinopatia, muchos pacientes alin alcanzan

etapas avanzadas de la enfermedad, por lo tanto, se hace necesario investigar
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nuevos enfoques terapéuticos capaces tanto de prevenir, como de retrasar la

aparicion de las primeras etapas de RD.

Teniendo en cuenta las limitaciones y los efectos secundarios de los
tratamientos actuales, ha habido un intento continuo de comprender los
mecanismos moleculares que contribuyen a la aparicion y los cambios
observados en las retinas diabéticas. Por lo tanto, muchos investigadores han
dirigido sus esfuerzos hacia una mejor comprension de los cambios
microvasculares en la RD para desarrollar una prevencion y/o tratamiento
farmacoldgico méas efectivo. En esta tendencia de busqueda de nuevos

tratamientos se erige como alternativa el uso de los polifenoles naturales.

9.1 Polifenoles. Origen y clasificacion

Los polifenoles son compuestos naturales sintetizados exclusivamente
por plantas. Se encuentran ampliamente distribuidos entre sus tejidos, donde
existen principalmente en forma de glucésidos, aunque también en forma libre
como agliconas, con caracteristicas quimicas relacionadas con sustancias
fendlicas y fuertes propiedades antioxidantes. De hecho, los polifenoles son los
antioxidantes mayoritarios en la dieta, estando presentes en multitud de
alimentos (Guasch-Ferré et al. 2017; Singla et al. 2019) (Tabla 4).

Estructuralmente se encuentran caracterizados por tener en su
composicién al menos dos anillos de fenilo y uno o mas grupos hidroxilo (Han,
Shen, y Lou 2007). Esta descripciébn comprende una gran cantidad de
compuestos de diferente complejidad. De forma simplificada, los polifenoles
pueden clasificarse en flavonoides y no flavonoides, y subdividirse en diferentes
subclases dependiendo del nimero de unidades de fenol dentro de su estructura

molecular, grupos sustituyentes y/o tipo de enlace entre unidades de fenol
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(Cardona et al. 2013). Estas formas quimicas determinan el peso molecular y, a
su vez, la biodisponibilidad y la bioactividad.

Los polifenoles flavonoides comparten la estructura basica de los
difenilpropanos (C6-C3-C6), en los que los anillos fendlicos (A y B)
generalmente estan unidos por un anillo heterociclico (C) (Khoddami, Wilkes, y
Roberts 2013) (Figura 15). Pueden dividirse en flavonoles, flavanoles,
flavanonas, flavonas, antocianidinas e isoflavonas (Rienks et al. 2018) (Figura
15).

Aunque el esqueleto estructural de polifenoles contiene varios grupos
hidroxilo en anillos aromaticos, la estructura basica de los no flavonoides es un
anillo aromatico unico (Khoddami, Wilkes, y Roberts 2013). Los compuestos no
flavonoides se divien en acidos fenolicos, estilbenos y lignanos (Rienks et al.
2018) (Figura 15). La clase principal en este grupo esta representada por acidos
fendlicos, predominantemente acido benzoico y derivados del &cido cinamico.
Estas moléculas rara vez existen en su forma libre, encontrdndose en forma
conjugada con otros polifenoles, glucosa, acido quinico o componentes

estructurales de la planta (Amarowicz et al. 2009).
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Figura 15. Clasificacion de los polifenoles. Basada en (Kim, Keogh, y Clifton 2016).

Polifenoles flavonides Polifenoles no flavonoides
Tipo Alimentos Tipo Alimentos
Flavonoles Cebollas, col rizada, Acidos Café, té, parte externa de
puerros, brdécoli, fendlicos frutas
manzanas
Flavanoles Uvas, té Estilbenos Uvas, almendras, frijoles,
arandanos, cacahuetes,
moras, ciruelas, frijoles
Flavanonas Citricos Lignanos Linaza, cereales
Flavonas Perejil, apio

Antocianinas | Bayas, uvas negras
Isoflavonas Soja

Tabla 4. Polifenoles presentes en distintos alimentos.
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La estructura quimica bésica de los estilbenos consiste en dos anillos de
benceno unidos por un doble enlace. Estos compuestos presentan una gran
diversidad en sus estructuras fendlicas, un factor determinante para sus tasas de

absorcion y metabolismo (Durazzo et al. 2019).

9.2 Aplicaciones biomédicas de los polifenoles

El interés los polifenoles ha crecido en los ultimos afios, y diferentes
estudios han demostrado que presentan beneficios farmacolégicos en la
prevencion y el tratamiento de una amplia variedad de enfermedades, incluyendo
cancer, dislipidemia, DM, degeneracion cardiovascular y dolor (Fraga et al.
2019). Deben su potencial a diversas acciones farmacolégicas que hacen de estos
compuestos unos potentes agentes quimiopreventores, antineoplasicos,
antidiabéticos, antiateroscleréticos, antioxidantes, antiinflamatorios y
neuropreotectores. Estas actividades se derivan de interacciones bioldgicas a un
nivel fundamental tanto para el control de las expresiones de los genes como para

la modulacion de la actividad enzimatica (Joseph et al. 2008).

La RD esta asociada a mecanismos oxidativos e inflamatorios inducidos
por la hiperglucemia que derivan en una situacion hipoxica y en una
neoangiogénesis retiniana acompafiada por un aumento de los niveles de VEGF,
ademas de otros procesos que siguen sin esclarecerse. Por ello, se ha sugerido y
demostrado que los antioxidantes polifenélicos, como el resveratrol (Resv,
3,5,4’-trihidroxiestilbeno), podrian ser una buena aproximacion terapéutica (I.
Ahmad y Hoda 2020). De hecho, en clinica se emplean complementos
alimenticios como el Retilut®, el cual contiene Resv entre otros compuestos

antioxidantes.

Varios estudios sobre los mecanismos moleculares involucrados en la

proteccion mediada por estilbenos como el Resv contra el estrés oxidativo, han
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indicado a la via Nrf2/ARE junto con el segundo mensajero CAMP como
reguladores clave de la defensa antioxidante celular (Reinisalo et al. 2015). Los
estilbenos pueden activar la translocacion del factor de transcripcion Nrf2 al
nucleo y la activacion de genes diana asociados con la defensa antioxidante y la

autofagia (Breuss, Atanasov, y Uhrin 2019).

9.3 Pterostilbeno: Origen y estructura quimica

El pterostilbeno (Pter) (3,5-dimetoxi-4'-hidroxiestilbeno) se encuentra
clasificado como bencilideno, concretamente como estilbeno, y bioldgicamente
se ubica dentro de las fitoalexinas; polifenoles naturales producidos por una
variedad de plantas segregados en respuesta a perturbaciones ambientales tales
como infeccion viral, microbiana y fingica o exposicion excesiva a los rayos

ultravioletas (Bavaresco et al. 1999).

El Pter es un compuesto liposoluble que existe en formas cis y trans,
siendo la forma trans la mas abundante. Inicialmente se aislé del duramen
(corazdn del tronco) del sandalo rojo, Pterocarpus santalinus (Seshadri 1972),
aunque también se produce en otras plantas del mismo género como el P.
marsupium (kino de la india), un arbol originario de la India, Nepal y Sri Lanka,
cuyo duramen ha sido utilizado en la medicina tradicional por sus propiedades
medicinales (Maurya et al. 2004). EI Pter también se encuentra en las hojas de
Vitis vinifera (Langcake, Cornford, y Pryce 1979), en frutos como los arandanos
(Rimando et al. 2002), y algunos tipos de uvas entre las que se encuentran las
variedades Chardonnay y Gamay (Adrian et al. 2000) cuando se encuentran
infectadas por hongos, y en las variedades sanas e inmaduras de Pinot noir y
Gamay (Pezet y Pont 1988). Otra planta en la que se ha descubierto este polifenol
es Guibourtia tessmanii, una planta con flores que se encuentra en Africa central

y se utiliza en la medicina popular (Fuendjiep et al. 2002).
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El polifenol natural Pter es un anédlogo estructural del Resv (Figura 16)
que presenta los grupos hidroxilos de las posiciones 3’ y 5’ metilados y el de la
posicion 4’ libre. Estos aspectos estructurales condicionan sus propiedades
farmacocinéticas, farmacodinamicas y condicionan su accién bioldgica en
diferentes sentidos: a) el grupo hidroxilo en posicion 4’ es esencial para su
actividad (Stivala et al. 2001) y por tanto muchas de las acciones descritas para
el Resv pueden ser aplicables al Pter; b) al no tener libres los hidroxilos en
posicién 3 y 5 tiene menor probabilidad de metabolizarse en fase Il y por tanto
el Pter tiene una semivida biol6gica méas elevada (14 minutos resveratrol vs 96
minutos Pter) (Asensi etal. 2002; Ferrer et al. 2005), c) la presencia de los
grupos metilados en dicha ubicacion condiciona su actividad bioldgica (Ferrer
et al. 2005; Mena et al. 2012), le proporciona una mayor lipofilia y, por tanto,
mayor capacidad de atravesar todas las membranas. Por todo esto, se considera
que el Pter presenta una actividad con efectos biol6gicos beneficiosos superiores
al resveratrol (Sirerol et al. 2015).

HO HsCO
) Vs () s
HO Resveratrol H,CO Pterostilbeno

Figura 16. Estructura quimica del Pter y Resv.
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OBJETIVOS







Debido a la importancia etioldgica del estrés oxidativo en el desarrollo
de la RD, el presente estudio tiene como objetivo general, el andlisis de la
capacidad protectora y/o terapéutica del antioxidante natural Pter frente a la
RDNP vy los posibles mecanismos moleculares implicados. Para lograrlo se han

marcado los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer las capacidades citoprotectoras del Pter en células

retinianas.

2. Evaluar las alteraciones morfoldgicas en la retina asociadas al dafio
generado por la hiperglucemia y su posible prevencién mediante la

administracion de Pter sobre un modelo animal.

3. Determinar la neurotoxicidad inducida por la diabetes y el efecto del

polifenol a nivel histoldgico.
3. Analizar los pardmetros de dafio oxidativo en la retina consecuencia
del desarrollo de diabetes en animales de experimentacion y la actividad

antioxidante del Pter.

5. Estudiar y proponer las vias moleculares implicadas en la capacidad

retinoprotectora del polifenol.
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MATERIAL Y METODOS







1. Modelo animal

En esta tesis doctoral se utilizaron conejos macho New Zealand
obtenidos de la Granja San Bernardo, Navarra, Espafia. Todos los
procedimientos se aprobaron por el Comité de Etica en Experimentacion y
Bienestar Animal de la Universidad de Valencia (Espafia) y fueron autorizados
por la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente, Cambio Climatico y
Desarrollo Rural (Generalitat VValenciana). Las condiciones de alojamiento y los
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la normativa de la
Uni6n Europea (Directiva 2010/63/UE) y espafiola (Real Decreto 53/2013).

Se utilizaron un total de treinta y seis animales, los cuales fueron
divididos aleatoriamente en 3 grupos experimentales (n=12 en cada grupo): no
diabéticos (control), diabéticos (diabéticos) y diabéticos tratados (tratados). Los
animales se mantuvieron con agua y comida regular ad libitum durante seis

semanas.

1.1 Induccidén de diabetes

En los grupos experimentales diabéticos y tratados, la diabetes se indujo
con aloxano siguiendo el protocolo descrito por Alabadi et al. (Alabadi et al.
2004). En resumen, tras un ayuno de 18 h, se sed6 al animal mediante inyeccion
intramuscular de ketamina (Merial) (35 mg/Kg) y xilazina (Dechra) (5 mg/Kg).
Una vez asegurado el efecto de la anestesia, se inyectd aloxano (Sigma-Aldrich)
(80 mg/Kg) disuelto en 10 mL NaCl (0.9%) muy lentamente a través de la vena
marginal de la oreja. Para prevenir la hipoglucemia, tras el aloxano, se
administraron por via intravenosa 2 mL de solucion glucosada al 5% + 8 ml por
via subcuténea, y se suministré agua glucosada al 10% ad libitum durante 24h.
Tras 8 horas de la induccion se realiz6 la administracion subcutanea de 10 mL

de solucién glucosada al 10%.
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1.2 Tratamiento de los animales de experimentacion

En el caso del grupo de conejos tratados, el tratamiento con Pter se inicid
48h después de inducir la diabetes. Debido a la baja solubilidad del Pter y con el
objeto de administrarlo diariamente en solucion acuosa, se afiadié un grupo
fosfato al polifenol (sal de fosfato disddico de Pter, al que denominaremos en
adelante Pter fosforilado) (Figura 18). La administracion de Pter fosforilado se
realizo via subcutanea diariamente durante un periodo de 6 semanas. La dosis de
Pter fosforilado administrada fue de 74 mg/kg, lo que equivale a 50 mg/kg de
Pter. La concentracion isoosmotica administrada fue de 25 mg/mL. De esta
forma, el modelo animal queda definido como indica la Figura 17.

Sacrifici
’} ac? icio

Control )./ g )
y

Diabético

TO Induccién diabetes

y y

- - »
. ¢ /
Tratado )_/ﬁ )
TO Induccién diabetes ! oh Tratamiento pterostilbeno T6,

Figura 17. Modelo experimental animal disefiado para el estudio del efecto
retinoprotector del Pter en la RDNP. Inicio del estudio en la semana 0 (T0) hasta el

sacrificio de los animales en la semana 6 (T6).
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Injeccién subcutanea
de Pter fosforilado

Figura 18. Liberacién de Pter tras la administracion subcutanea de Pter fosforilado.

1.3 Control de la glucemiay el peso

Con el objetivo de monitorizar la glucemia, se obtuvieron muestras de
sangre 1 vez por semana desde la vena marginal de la oreja tras la inmovilizacion
de cada animal. Los niveles de sangre se midieron con un glucometro (Aviva).
Ademas de su observacion diaria, para monitorizar el efecto de la diabetes se
pesaron los animales semanalmente en una balanza horizontal (PCE-PB N
series).

2. Ensayo farmacocinético de pterostilbeno fosforilado

Para comprobar que a partir de Pter fosforilado se libera Pter por la
accion de las fosfatasas enddgenas (Figura 18), se administr6 el compuesto via
subcutanea y se realizé el estudio farmacocinético sobre 3 conejos diferentes. Se
inyectd una dosis de Pter fosforilado (50 mg/kg de Pter) y se recogieron muestras
de sangre (1’5 mL) en eppendorfs con 20 uL de heparina a través de la vena
marginal de la oreja a distintos tiempos (5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 min y 24
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horas). Las muestras fueron centrifugadas a 1000 G 10 min, se recogieron 150
WL de plasma, y se realizaron 3 extracciones isovolumétricas con acetato de etilo.
Para ello, se afadieron 150 pL de acetato de etilo, posteriormente se
centrifugaron a 12000 G 5 min. Se recogid la fase orgéanicay se repiti6 el proceso
2 veces mas. El acetato de etilo se evapord con una corriente de nitrogeno
(N2MCLS Nitrogen Generator). Por altimo, el residuo de reconstituy6 con 150
UL etanol para disolver el Pter precipitado y ser analizado por espectrofotometria
de masas (HPLC-MS/MS) (Waters Acquity UPLC-XevoTQ system) junto con
una recta patrén de concentraciones de Pter, de acuerdo con Ferrer et al. 2005.
Los datos se adquirieron y procesaron utilizando el software MassLynx 4.1 y
QuanLynx 4.1 (Waters Corp.).

3. Obtenciony preparacion de muestras

Tras anestesiar a los animales con una sobredosis de pentobarbital sddico
(100 mg/kg), se realiz6 la perfusion de los mismos con tampon fosfato (PBS)
(Fisher Scientific). Posteriormente se procedio a la enucleacion ocular. En el ojo
derecho se extrajo la retina, separandola en dos partes y guardandola en viales a
-80 °C (Figura 19). El ojo izquierdo se incluyé en fijador de Davidson (8%
paraformaldehido (Sigma-Aldrich), 30% etanol, 10 % &cido acético glacial
(Panreac) durante 24 h a 4 °C. Tras este tiempo se realizé una postfijacion en
etanol 70% durante 24 h. Con el objeto de incluir las muestras las retinas se
deshidrataron en bafios de etanol en concentraciones de 80%, 90% y etanol
absoluto (x2) (1 h/bafio). Tras dos bafios en xileno (1 h/bafio) las muestras se
incluyeron en parafina. Las retinas se cortaron a 10 um con microtomo (Leica,
RM2125RT) y se montaron sobre portaobjetos supergelatinizados para el

posterior andlisis histoldgico (Figura 19).

Ademas, se recolectaron muestras de sangre a través de la arteria

auricular central de las orejas en tubos heparinizados en el momento del
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sacrificio y se procesaron dentro de los 30 min posteriores a la extraccion. Las
muestras se centrifugaron 10 min a 1000 G a temperatura ambiente, y el
sobrenadante (plasma) se separo y se dividio en alicuotas. A partir de entonces,

las muestras se almacenaron a -80 °C hasta el andlisis (Figura 19).

Yo [T
-~ o e
Division de Enucleacion Fijador de
la retina en de los ojos ‘ Davidson
2 mitades
Extraccién ‘ Inclusion en
de sangre y parafina
[V fad plasma
| l
\
“ " e >
Conservacion a -80°C Conservacion a -80°C A & =

Determinaciones bioquimicas Cortes histolégicos

Figura 19. Obtencion y conservacion de las muestras de estudio.

4. Andlisis bioguimico de plasma de conejo

Para la realizacion de determinaciones biogquimicas plasmaticas, se
usaron Kits de ensayo comerciales: alanina aminotransferasa (ALT) (Abcam),
aspartato aminotransferasa (GOT) (Abcam), fosfatasa alcalina (Abcam).
Ademés de los niveles plasmaticos de bilirrubina total (Abcam), albimina
(Abcam), cloruro (Abcam), nitrogeno ureico en sangre (BUN) (Fisher
Scientific), creatinina (Abcam), calcio (Abcam), fosfato (Abcam), sodio

(Abcam), potasio (Abcam), la urea y el &cido drico (Abcam).
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5. Ensayos retinograficos

Para evaluar el estado vascular en las retinas usamos la retinografia. Esta
es una técnica utilizada en medicina para obtener fotos en color de la retina. Para
ello, se uso6 un retinografo GENESIS-D; Kowa (Figura 20). Tras aplicar una gota
de tropicamida 1% (Cusi) sobre la pupila del animal para dilatarla (30 minutos),
se anestesio a los animales y se fotografié el fondo del ojo izquierdo de cada
animal. Las iméagenes obtenidas a TO y T6 se almacenaron en un sistema

informatico para ser analizadas posteriormente.

usBe

Figura 20. Retindgrafo GENESIS-D (Kowa).

6. Analisis de la tortuosidad

Mediante el uso del programa ImageJ (National Institutes of Health,
NIH), se dibujé el trazo sobre el vaso de la retina de la imagen tomada mediante
retinografia a tiempo 0 (vaso). A su vez, se trazd una linea desde el punto de
inicio al punto final del tramo (Benitez-Aguirre et al. 2011) (Figura 21). Con
estos datos se obtuvo el cociente de las distancias vaso/referencia como valor
control. Se aplico el mismo proceso sobre la retinografia a las 6 semanas, y se
relativizo al dato control. Esto se hizo para cada uno de los grupos, control,

diabético y diabético tratado con Pter.
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Figura 21. Método de analisis de la tortuosidad vascular retiniana.

7. Deteccion y cuantificaciéon de apoptosis (TUNEL-HRP)

El nivel de apoptosis se midi6 mediante la utilizacién del kit comercial
“In Situ Cell Death Detection Kit, POD” (Roche), siguiendo el protocolo
establecido por la casa comercial. El kit se basa en la deteccion de rupturas de
ADN de cadena sencilla y doble gque se producen en las primeras etapas de la
apoptosis. En primer lugar, las secciones histoldgicas de retinas parafinadas (10
um) contenidas en portaobjetos supergelatinizados, se desparafinaron con bafios
de xileno (5 min x2), y se rehidrataron con bafios de concentraciones
descendientes (100%, 96%, 70%, 50%, 30%) de etanol (PanReac), y agua de 5
min cada uno. A continuacidn, las retinas se incubaron con la mezcla de reaccion
del TUNEL, que contiene transferasa de desoxinucleétidos (TdT) y fluoresceina-
dUTP. Durante este periodo de incubacién, la TdT cataliza la adicion de
fluoresceina-dUTP a grupos 3'-OH libres en ADN de cadena sencilla y doble.
Después del lavado, la marca incorporada en los sitios dafiados del ADN fue
detectada con un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con la enzima HRP. El
revelado para su deteccion se realizé con diaminobenzidina (DAB) (Sigma-
Aldrich). Los nucleos de las células apoptoéticas se observan de color marrén al
microscopio (Figura 22). Se realizé un control positivo utilizando la enzima

ADNasa y un control negativo sin la mezcla de reaccion de tanel.

75



P o DAB
HRP-poIimero
® Precipitado
Anti-ﬂuoresceina y marron

Fluoresceina

Desoxinucleotidil- transferasa
\ i Muestra de

ADN fragmentado
relma

Figura 22. Deteccion de ADN fragmentado mediante TUNEL-HRP.

Por Gltimo, para mejorar la observacion de ndcleos TUNEL-positivos se
contratifieron las retinas con violeta de cresilo (Sigma-Aldrich). Se deshidrataron
los portaobjetos con bafios de concentraciones ascendentes de etanol (50%, 70%,
96%, 100% I, 100% II) de 5 min cada uno y xileno (PanReac) 10 min. Las

muestras se montaron con cubreobjetos y medio de montaje Eukit (PanReac).

Se tomaron fotografias de los cortes de retina mediante microscopia
(Leica DM 4500B). Las imagenes se analizaron con el software Imagel
(National Institutes of Health). Después se cuantificd el nimero de células tunel-

positivas por mm2,
8. Determinacion de actividades enzimaticas antioxidantes

8.1 Catalasa

La actividad basal de CAT se midi6 mediante la utilizacion del kit
comercial “Catalase Assay Kit” (Cayman Chemical), siguiendo el protocolo
establecido por la casa comercial. La CAT participa en la detoxicacion del HO..

Esta enzima cataliza la conversién de dos moléculas de H,O, en oxigeno
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molecular y dos moléculas de agua (actividad catalitica). La CAT también
demuestra actividad peroxidasica, en la que los alcoholes de bajo peso molecular
pueden servir como donantes de electrones (Figura 23). Mientras que los
alcoholes alifaticos sirven como sustratos especificos para la CAT, otras enzimas

con actividad peroxidasica no utilizan estos sustratos.

Catalasa
(Actividad catalitica) 2H,0, =P O,+2H,0

Catalasa
(Actividad peroxidasica) H,0, + AH, = A+2H,0

Figura 23. Reaccion kit catalasa.

El método est& basado en la reaccion de la enzima con metanol como
donante de hidrégeno en presencia de una concentracion dptima de H.O.. El
formaldehido producido se une formando un heterociclo biciclico con el
cromégeno  4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-1,2,4-triazol ~ (Purpald). El
producto de la reaccion es oxidado por peryodato de potasio, lo cual da lugar a

un cambio en la coloracion del croméforo.

Se prepar6 una recta patrdn con concentraciones conocidas de
formaldehido para interpolar nuestras muestras. La placa se incub6 5 min en
agitacion a temperatura ambiente, y la absorbancia se midi6 a 540 nm. El tampon
de extraccion utilizado para el homogenado (Homogenizer SilentCrusher S,
Heidolph) de las retinas (50 mg aprox) se compuso de KPi 50 mM (K;HPO, y
KH2PO4), pH 7y 1 mM EDTA frio.

8.2 Glutation peroxidasa

La actividad basal de GPx se midi6 mediante la utilizacion del kit
comercial “Glutathione Peroxidase Assay Kit” (Cayman Chemical), siguiendo

el protocolo establecido por la casa comercial. EI método determina la actividad
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de GPx de forma indirecta mediante una reaccion acoplada con glutation
reductasa (GR). El glutation oxidado (GSSG) producido por la reduccién de
hidroperdxido por la GPx, es restaurado a su estado reducido por la GR vy el
NADPH (Figura 24). La oxidacién de NADPH a NADP™ da lugar a un descenso

en la absorbancia a 340 nm.

GPx
R-O-O-H + 2GSH =) R-O-H + GSSG + H,0

GR
GSSG + NAPDH + H* =——»  2GSH + NADP*

Figura 24. Reaccion GPx.

Bajo estas condiciones, el ratio de descenso de la absorbancia es
directamente proporcional a la actividad de GPx en la muestra. Las muestras de
retina (50 mg de retina aprox) se homogenizaron en un homogenizador
“Homogenizer SilentCrusher” (Heidolph) con la adicion de un tampon de
extraccion compuesto de Tris-HCI 50 mM, pH 7°5, EDTA5 mM y DTT 1 mM
en frio. La placa con las muestras individuales y la recta estandar GPx fue leida
una vez por minuto en lector de placas hasta obtener al menos 5 puntos de

tiempo.

8.3 Superoxido dismutasa

La actividad basal de la superoxido dismutasa (SOD) se midié mediante
la utilizacion del kit comercial “Superoxide Dismutase Assay” (Cayman
Chemical), siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial. El kit de
utiliza una sal de tetrazolio para la deteccién de radicales superoxido generados
por la xantina oxidasa y la hipoxantina (Figura 25). Una unidad de SOD se define
como la cantidad de enzima necesaria para exhibir una dismutacion del 50% del

radical superoxido.
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Figura 25. Reaccion kit SOD.

Las muestras de retina (50 mg aprox) se homogenizaron en hielo con
tampén HEPES 20 mM, pH 7,2, que contiene EGTA 1 mM, manitol 210 mM y
sacarosa 70 mM usando el homogenizador “Homogenizer SilentCrusher”
(Heidolph). La placa con la recta estandar de SOD y las muestras fue incubada
en un agitador durante 30 minutos a temperatura ambiente. Los valores de
absorbancia de las muestras fueron medidos en lector de placas en valores de
440-460 nm.

8.4. Cuantificacion de proteinas

Las actividades enziméticas fueron relativizadas a la cantidad de
proteinas contenidas en el homogenado de retina. La cuantificacion se realizo
mediante espectrofotometria (A595). Se utilizd una alicuota de 5 pL de
homogenado en 800 pL de reactivo Bradford (azul de Comassie G-250 disuelto
en medio &cido; Thermo), que reacciona con las proteinas produciéndose un
cambio de color de marrén a azul. A partir de la determinacion de una recta
patron de seroalbimina (Sigma-Aldrich), se interpolaron las medidas de

absorbancia de las muestras y se obtuvieron las concentraciones proteicas.
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9. Determinacion del estado oxidativo de las retinas

9.1 Biomarcadores de estrés oxidativo determinados por
UPLC MS/MS

La cromatografia liquida de alta resolucidn acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-MS/MS) es una técnica con una elevada selectividad y
sensibilidad, que combina la separacion fisica de la cromatografia liquida con el
analisis de la espectrometria de masas. Esta técnica se basa en la generacion de
iones a partir de moléculas organicas en fase gaseosa que son separadas en base
a su relacién masa-carga (m/z) y posteriormente detectados por medio de un
dispositivo adecuado.

Un equipo de MS/MS se encuentra compuesto por un sistema de
introduccién de muestra, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La
muestra se introduce directamente a través de una varilla metalica, en cuya punta
lleva un capilar. Una vez introducida, esta sufre una ionizacion por electro-spray
(ESI) para adquirir carga. La ionizacion puede tener lugar en modo positivo
(generacion de cationes) o negativo (generacién de aniones). Posteriormente,
pasa a un primer cuadrupolo (Q1) que mantiene fija la relacion m/z del i6n padre.
A continuacién, pasa a una cdmara o celda de colision (Q2), donde la energia de
colision fragmenta el i6n padre en diferentes fragmentos (iones hijos) que entran
en el segundo cuadrupolo (Q3) que esta fijo a la relacion m/z del fragmento
mayoritario y, por tanto, solo atraviesa este cuadrupolo el fragmento mayoritario

(Figura 26). Por ultimo, el detector registra la cuenta total de iones (TIC).
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Figura 26. Esquema funcionamiento HPLC/MS/MS (Torres-Cuevas 2017).

En este trabajo se utiliz6 un HPLC-MS/MS que constaba de un
espectrébmetro de masas triple cuadrupolo, Waters Acquity UPLC-
XevoTQsystem (Milford) con una fuente de ionizacion Z-spray operando en
modo positivo (ESI+). Para el manejo del equipo y el procesado de los datos se
utiliz6 el programa informéatico MassLynx 4.1 (Waters Corp.). A través de este
sistema se analizaron: el GSH/GSSG y su precursor y-l-glutamil-I-cisteina (y-
Glu-Cys), isoprostanos y tirosinas de retina.

9.1.1 GSH/GSSG

El GHS/GSSG vy su precursor y-Glu-Cys, fueron analizados por UPLC-
MS/MS (Escobar et al. 2016).

Los tejidos retinianos se homogenizaron usando el homogenizador
“Fisher Scientific, Fisherbrand model 125, FSH-G 5/085” (Waltham) en tampdn
PBS-NEM 10 mM (N-etilmaleimida, Sigma-Aldrich) en una proporcién de 100
mg de tejido por 400 uL de tampon, donde se dejaron reaccionar durante 1
minuto para evitar la autooxidacion de los tioles. A continuacion, para precipitar

las proteinas se afiadi6 una solucidon de &cido perclérico (8% v/v). Seguidamente,
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las muestras se centrifugaron a 10000 G durante 10 min a 4 °C. Los
sobrenadantes se separaron y diluyeron (1:10) en H,O (HCOOH al 0,1% v/v).
Después de eso, 5 uL de solucion de mezcla de patron interno (IS) (cistina-D4
200 umol/L, cisteina-D2 37.5 umol/L, fenilalanina-D5 12.5 umol/L, GSH-
C13N15 100 umol/L, GSSG-C13N15 200 umol/L) a 95 pL de sobrenadante
previamente diluido. Finalmente, se inyectaron en el sistema cromatogréafico
(UPLC-MS/MS)

Se realiz6 una curva de calibrado lineal con un intervalo de
concentraciones de 185.5 a 190000 nmol/L para el GSH, 9.31 a 9500 nmol/L
para el GSSG vy para el resto de analitos de 1.9 a 1900 nmol/L corregidos por la
sefial del patron. Los resultados fueron expresados tanto por analito en nmoL/mg
proteina o pmoL/mg proteina, o en forma de cocientes (GSH/GSSG y-

glutamilcisteina/cistina).

El método analitico y el tratamiento de la muestra ha sido validado
siguiendo las normas de la FDA (Downing et al. 2017). Las caracteristicas
analiticas ensayadas durante el procedimiento de validacion fueron el rango de
linealidad, la exactitud, la precision, la selectividad, el limite de deteccion
(LOD), el limite de cuantificacion (LOQ), asi como la estabilidad de las muestras

y de los patrones (Escobar et al. 2016).

9.1.2 Isoprostanos

El dafio lipidico retiniano se determind mediante el andlisis de
prostaglandinas (PG), isoprostanos (IsoP), neuroprostanos (NeuroP), dihomo-
IsoP (Dihomo-IsoP), dihomo-isofuranos (Dihomo-IsoF) y parametros totales
(IsoP, IsoF, NeuroP y NeuroF) usando UPLC-MS/MS. Las prostaglandinas
PGE,, PGF,,, los estandares IsoP 8-iso-PGE,, 8-iso-15-keto-PGF,, 8-is0-15(R)-
PGF,,, 1a,1b-dihomo-PGF,, y el estandar interno deuterado PGF,.-4d se
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obtuvieron de Cayman Chemical Company (Ann Arbor, Michigan, EE. UU.)
(Figura 27). Los estandares 10-epi-10-Fs-Neurop, 4 (RS)-Fa-NeuroP,
14(RS)14-F4-NeuroP, 17-Fx-Dihomo-isoP, Ent-7(RS)-Fx-Dihomo-IsoP, 17-
epi-17Fx-Dihomo-IsoP, 10-epi-17(RS)SC-A-11-Dihomo-IsoF, 7(RS)-ST-A®-
11-Dihomo-IsoF fueron sintetizados en el Instituto de Biomoléculas Max
Mosseron (IBMM) (Montpellier, Francia) (Figura 27). Los métodos de deteccion
y analisis utilizados fueron establecidos en estudios previos (Chafer-Pericas
et al. 2015).
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Figura 27. Estructura quimica de analitos y patrén interno. Los PUFA analizados

derivados de acido araquidénico, acido adrénico y &cido docosahexaenoico a través de

la via de la ciclooxigenasa (COX) y/o peroxidacién no enzimatica se separan en

recuadros de diferentes colores.

Para llevarlo a cabo se homogenizaron 50 mg aprox de retina
(Fisherbrand modelo 125, FSH-G 5/085, Fisher Scientific) en 1 mL de hidroxido
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de sodio metandlico (NaOH-Met) (12 g NaOH, 23 mL H,O y 160 mL metanol)
30 min a 42 °C para producir saponificacion. Se transfirio a otro recipiente de
vidrio 400 pL de homogenado, 800 puL de H.O y 400 uL de NaOH-Met, se
calentaron a 45 min a 42 °C y se dejaron enfriar en hielo durante 10 min.
Posteriormente, se ajust6 a pH 3 con HCI 3 M y se centrifugd a 1000 G para la
precipitacion protéica. Una vez recolectado el sobrenadante, se comenzé con las
extracciones de IsoP donde se agregaron 3 mL de hexano y se centrifugd
nuevamente 5 min a 1000 G. Se elimind el sobrenadante y se agregaron 3 mL de
acetato de etilo. El sobrenadante se recogio6 en otro recipiente y se evaporé con
gas nitrégeno en una campana extractora. Los extractos secos se reconstituyeron
en 200 ul de una mezcla de 15 ml de metanol, 85 ml de H.O y 10 pl de acido
acético. Finalmente se tomaron 90 ul de la muestra resuspendida y se afiadieron
5 pl de estandar interno (PGF2a-4d 20 uM) para analizarla en UPLC-MS/MS.

Durante el tratamiento de la muestra se utilizé exclusivamente material de vidrio.

9.1.3 Medicion de tirosinas en retina

Las relaciones 3NO.-Tyr/p-Tyr, m-Tyr/Phe y 3CI-Tyr/p-Tyr se
cuantificaron mediante UPLC-MS /MS de acuerdo con Torres-Cuevas et al.
(Torres-Cuevas etal. 2016). Brevemente, homogenados de retina (Fisher
Scientific, Fisherbrand model 125, FSH-G 5/085) con tampdn de lisis (100
mg/mL) (Hepes pH 7,4 con 1 DTT mM, ortovanadato de sodio 1 mM, fluoruro
de sodio 50 mM, pirofosfato de sodio 30 mM, Igepal al 1%, céctel inhibidor de
proteasas al 10% (Sigma-Aldrich) se sonicaron (Branson, modelo: 4C15, All-
Spec) durante 30 segundos en 2 pulsos de 15 segundos con una amplitud del
30%. Con la adicién de TCA (10%, v/v), se precipitaron las proteinas, se elimind
el sobrenadante, y los sedimentos se tamponaron y resuspendieron en acetato de
sodio (50 mmol/L, pH 7,2) (Sigma-Aldrich), se ajusto el pH a 6,5-7 con NaOH

IN. Se afadié pronasa 20 mg/mL con incubacion durante 18 h a 50 °C en
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agitacion, con un volumen 10 veces menor que la muestra. Se afadio
nuevamente TCA al 10% (la mitad del volumen total) para finalizar la actividad
pronasa y precipitarla, se centrifugd a 2500 G 5 min a 4 °C y se recogio el
sobrenadante. Finalmente, se agregaron 5 puL de solucion de patron interno (10
mmol L—1 Phe-D5) a alicuotas de 95 pL. de sobrenadante de cada muestra y se
inyectaron en el sistema cromatografico (UPLC-MS/MS). Los métodos de
deteccidn y analisis utilizados fueron establecidos en estudios previos (Torres-
Cuevas et al. 2016).

9.1.4 Cuantificacion proteica de los homogenados

Los datos obtenidos por HPLC-MS/MS se relativizaron a la cantidad de
proteinas presente en sus respectivos homogenados a la hora de expresar los
resultados. Para esta cuantificacion proteica de las muestras se empleo el kit
“Pierce BCA Protein Assay Kit® (Thermo Scientific) siguiendo el protocolo del
fabricante. Este es un método colorimétrico basado en la reduccién de Cu*2a
Cu*! en presencia de proteinas y en medio alcalino, y su posterior reaccion con
dos moléculas de &cido bicinconinico (BCA), dando lugar al complejo coloreado
cuya absorbancia se mide en un espectrofotémetro a 562 nm de longitud de onda.
Para la correcta determinacién de proteinas, se prepar6 una recta patrén de
seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich) en concentraciones comprendidas entre
20y 0,3 mg/ml, en la cual se interpoladon las muestras de retinas. En una placa
de 96 pocillos, se afiadieron a 3 pl de muestra 260 ul de la mezcla de reactivos,
y tras una incubacion a 37 °C en oscuridad durante 30 min, se ley6 la absorbancia

en lector de placas Multiskan Spectrum (Thermo Scientific).
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9.2 Peroxidacion lipidica: 4-hidroxinonenal

El 4-HNE se determind en homogenados de retina mediante el kit “4-
Hidroxynonenal (4-HNE) BioAssay ELISA Kit (Rabbit)” (USBiological),
siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial. Esta determinacion se
realiz6 sobre homogenados de retina (50 mg aprox) realizados previamente a
través de “Homogenizer SilentCrusher” (Heidolph) en PBS pH 7-7.2 (Fisher
Scientific) en hielo. Tras esto se congelaron y descongelaron dos veces para
favorecer la rotura de las membranas plasmaticas, y se centrifudaron a 1500G.
Este kit de ELISA emplea la técnica de inmunoensayo competitivo utilizando
una placa de microvaloracion que se ha recubierto previamente con un
anticuerpo monoclonal anti-4-HNE. Las muestras de ensayo y los estandares se
incubaron junto con el conjugado de 4-HNE-HRP durante una hora. Después
del periodo de incubacién se incubd con el sustrato para la enzima HRP. El
producto de la reaccion forma un complejo de color azul. Finalmente, se afiadio
una solucién de parada para terminar la reaccion, que la vuelve de color amarillo
(Figura 28).

Y | L-y$

Poscillos prerecubiertos Incubacion estandares, muestras y
con anticuerpo secundario conjugado de 4-HNE-HRP
TMS substrate
&%

( colored product (
\\ d \\ :
El analito y el analito conjugado La reaccion enzimética de color es
con enzima compiten por unirse proporcional al conjugado unido

Figura 28. Determinacion por Elisa competitiva de 4-HNE.
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La intensidad del color se midi6 espectrofotométricamente a 450 nm en
un lector de microplacas. Esta intensidad de color es inversamente proporcional
a la concentracion de 4-HNE en la muestra o estandar. Se traz6 una curva que
relacionaba la intensidad del color con las concentraciones de los estandares. La

concentracion de 4-HNE en cada muestra se interpol6 a partir de esta curva.

9.3 Carbonilacion de proteinas

Los grupos carbonilo fueron determinados mediante el kit “Rabbit
Protein Carbonyl (PC) ELISA Kit” (BlueGene) siguiendo el protocolo
establecido por la casa comercial. El kit, al igual que con el 4-HNE, aplica una
técnica de inmunoensayo enzimatico competitivo utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-PC y un conjugado PC-HRP. La muestra de ensayo y el tampon
se incubaron conjuntamente con el conjugado PC-HRP, y tras el periodo de
incubacion, los pocillos se lavaron e incubaron con el sustrato para la enzima
HRP. El producto de la reaccién enzima-sustrato forma un complejo de color
azul, al que se le afiade una solucion para detener la reaccion, que a su vez
volverd la solucion amarilla. La intensidad del color se midio
espectrofotométricamente a 450 nm en un lector de microplacas. Esta intensidad
es inversamente proporcional a la concentracién de PC, ya que las PC del
conjugado de PC-HRP compiten por el sitio de unién del anticuerpo anti-PC. Se
trazé una curva estandar que relaciona la intensidad del color con la
concentracion de los estandares. La concentracion de PC en cada muestra se
interpola a partir de esta curva pendiente. Los homogenados de tejido (50 mg
aprox) se llevaron a cabo mediante el uso de “Homogenizer SilentCrusher”
(Heidolph) en PBS (Fisher Scientific) pH 7-7.2 en frio. Posteriormente se
sometieron a dos ciclos de congelacion-descongelacién para aumentar la lisis

celular, y se centrifudaron a 1500 G.
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9.4 Determinacion de peroxido de hidrégeno

Se utilizé el kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase (Fisher
Scientific) para medir los niveles de H,O, tanto en los medios de cultivo de
células endoteliales de retina humana (HREC, del inglés Human Retinal
Endothelial Cells) como en el tejido de retina homogenado, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En el caso de las retinas, la medicion se hizo sobre
un homogenado en tampdn de lisis (Hepes pH 7,4 con DTT 1 mM, ortovanadato
de sodio 1 mM, fluoruro de sodio 50 mM, pirofosfato de sodio 30 mM, Igepal al
1%, céctel inhibidor de proteasas al 10% (Sigma-Aldrich).

El kit se basa en la capacidad del reactivo Amplex® Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina) en combinacién con peroxidasa de rabano picante (HRP),
para detectar la actividad del H.O- liberado por las muestras bioldgicas en una
estequiometria 1:1 para producir el producto de oxidacion rojo fluorescente,
resorufina. Se prepard una curva estandar de valores conocidos de H»O; que
junto a las muestras se incubaron con los reactivos 30 min en oscuridad. La sefial
de fluorescencia se midié mediante espectrofluorometria (Fluoroskan Ascent,

Fisher Scientific) a una absobancia de 560 nm.

10. Cultivos celulares

Para los estudios in vitro se utilizaron 3 lineas celulares: HREC, pericitos
de retina humana (HRP) y células embrionarias de rifion humano transfectadas
con GLP1R (NOMAD HEK 293) (Figura 29). Estos cultivos fueron destinador

a la realizacién de diferentes ensayos.
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Figura 29. Lineas celulares empleadas en los estudios in vitro.

10.1 Estudios de viabilidad celular

La linea HREC (Innoprot) se mantuvo en medio de células endoteliales
(Innoprot) con 1% de suero bovino fetal a 37 °C y 5% de CO; en una incubadora
humidificada para una 6ptima nutricién y crecimiento. De la misma manera, las
células HRP se mantuvieron en un medio de pericitos (Innoprot) aplicandose las
mismas condiciones que en las HREC. Las células utilizadas en todos los
ensayos se encontraban entre los pases 3 y 5. Para realizar los experimentos de
citotoxicidad de la glucosa, las células se sembraron en placas de cultivo
recubiertas con fibronectina (en el caso de las HREC) a una densidad de 10000
células/cm?. Las células se suplementaron con glucosa a niveles normales (5
mM) o altos (30 mM) y se trataron a diferentes concentraciones de Pter (se uso
DMSO (Sigma-Aldrich) como vehiculo a una concentracion del 0,1%) 24 h
después. El crecimiento celular se analiz6 usando el contador celular automatico

Countess® (Invitrogen; Fisher Scientific) después de 24 y 48 horas.
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10.2 Cultivo de la linea celular cAMPNomad GLP1R
HEK?293

Se adquirieron células HEK293 transfectadas de forma estable con un
biosensor de cCAMP Nomad y receptor del péptido 1 similar al glucagon (GLP1R,
del ingles glucagdn-like peptide-1) (Innoprot). Esta linea celular se disefié para
evaluar la capacidad de los compuestos para activar GLP1R, que induce un
aumento de cAMP. Las células GLP1R Nomad se mantuvieron en DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Fisher Scientific) que contenia un 10%
de albdmina de suero bovino (BSA, Fisher Scientific). También se afiadi
antibiotico puromicina (5 pg/ml) como antibidtico de seleccion y se incub6 a 37
°C y un 5% de CO; en una incubadora humidificada. Las imagenes de la
reubicacion y acumulacion de cAMP en vesiculas intracelulares se adquirieron
mediante microscopia automatizada IN Cell Analyzer 2000 con un objetivo de
20x. Las iméagenes se analizaron con el software “IN Cell Investigator Image
Analysis Software 1000 Workstation” (GE Healthcare). Ademas, se tomaron
imégenes confocales mediante un microscopio confocal Leica TCS SP2 con un
objetivo HCX PL APO 40x NA 1.32 (Leica).

10.3 Inmunocitoquimica de NRF2

La inmunocitoquimica de NRF2 se realizé después del tratamiento con
glucosa y Pter en células HREC. Las células se lavaron con PBS vy se fijaron
usando paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich) durante 30 min. Luego, las
células se incubaron con Triton X-100 al 1% en PBS durante 10 min para
permeabilizar las membranas celulares seguido de incubacion con albimina de
suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) al 3% y suero bovino fetal (FBS) (Sigma
Aldrich) 5% en PBS durante 1 h. Las células se incubaron con una dilucién 1:250

de anticuerpo primario contra NRF2 (Cell Signaling) durante la noche a 4 °C,
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seguido de anticuerpo secundario Alexa Fluor® (Fisher Scientific) durante 1 h a
temperatura ambiente en oscuridad. Los nucleos se tifieron con 4,6-diamidino-
2-feniindol, diclorhidrato (DAPI) (Fisher Scientific) y luego se examinaron por
microscopia Optica (Leica DM 4500B). Los datos en nucleos y citosol se
obtuvieron mediante el software ImagelJ y se expresaron en forma de ratio
intensidad/area. Para ello se midio el area y la intensidad de fluorescencia de las

células individualmente en el nucleo y el citosol.

10.4 Elevacion de los niveles de expresion de NQO1 a
través de la via PI3K/GSK3p

Para realizar los analisis en la expresion de NQO1 en HREC, se
sembraron células en placas de cultivo recubiertas con fibronectina a una
densidad de 10000 células/cm? durante 24 h, a las cuales se les afiadié unos
determinados inhibidores. Como inhibidores de la quinasa PI3K usamos 10 nM
de BEZ235 (Sigma-Aldrich), un inhibidor dual de PI3K y mTOR competitivo
con ATP para p110 a/y/d/f y mTOR (p70S6K) y 20 mM de cloruro de litio
(Sigma-Aldrich) para inhibir GSK3p. Estos inhibidores se incubaron 1 hora

antes del tratamiento con Pter. El aislamiento de ARN se realiz6 24 h después.

11. Estraccion de proteinas y analisis western blot

Las muestras de tejido se homogenizaron en tampon de lisis (Hepes pH
7,4 con DTT 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, fluoruro de sodio 50 mM,
pirofosfato de sodio 30 mM, igepal al 1%, cocktel inhibidor de glicerol y proteasa
al 10% (Sigma-Aldrich) enfriado con hielo en una proporcion de 100 mg/ml,
utilizando el homogenizador “Homogenizer SilentCrusher” (Heidolph). La
cantidad de proteinas en el homogeneizado de retina se determing utilizando el

kit de ensayo de proteinas Pierce BCA (Thermo Scientific). Para la
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electroforesis, se utiliz6 tampon de muestra 4x Laemmli (Bio-Rad) junto con
ditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich) 50 mM como agente reductor. Después de la
incubaciéon a 95 °C durante 10 min, 40 pg/condicion de cada muestra se
resolvieron mediante geles prefabricados SDS-PAGE al 4-20% (Mini-
PROTEAN® TGX Stain-Free ™ (Bio-rad)) y se transfirieron a una membrana
de PVDF (Bio- Rad) con el sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo ™ (Bio-
Rad). Las membranas se incubaron durante 1 h en BSA 5% preparado en TBS-
T (Tween-20 0’1%, Tris 20 nM, NaCl 137 mM, pH 7.6) para eliminar las uniones
inespecificas. Las transferencias se incubaron durante la noche a 4 °C con
anticuerpos primarios preparados en BSA 5% TBST 1% en las diluciones

indicadas en la Tabla 5:

Anticuerpo Dilucion Casa comercial
p-PI3K 1:1000 Cell Signalling
PI3K 1:1000 Cell Signalling
P-AKT 1:2000 Cell Signalling
AKT 1:1000 Cell Signalling
P-GSK3p 1:1000 Abcam
GSK3p 1:1000 Abcam
NQO1 1:1000 Abcam

Tabla 5. Anticuerpos usados para western blot.

Las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente con un
anticuerpo secundario apropiado acoplado a HRP anti-raton y HRP anti-conejo
1:1000, Cell Signalling) para marcar bandas inmunoreactivas. Las transferencias
se visualizaron usando el kit de deteccion de quimioluminiscencia
SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific). Las
sefiales se capturaron utilizando el sistema de iméagenes ChemiDoc™ XRS (Bio-

Rad) + Molecular Imager y LAS-3000 (Fujifilm). El analisis densitométrico de
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las bandas se realizo utilizando el software Image Lab Software ™, version 2.0.1
(Bio-Rad). Para hacer posible la combinacion de datos de diferentes
inmunotransferencias, la densidad relativa de cada banda de proteina fosforilada

se normalizo frente a su homdloga no fosforilada en cada muestra.

12. Andlisis de expresion génica

12.1 Extraccion de ARN

Las muestras de ARN de cultivos celulares y retina se extrajeron en “TRI
Reagent® RNA Isolation Reagent” (Sigma-Aldrich) siguiendo el protocolo
suministrado por la casa comercial. Brevemente (Figura 30), el protocolo
consistié en la homogenizacion de las muestras en trizol (50 mg/mL y 5-10°
células/mL) para la ruptura de las membranas plasmaticas y la dilucion del ARN,
DNA y proteinas. Tras una breve incubacion a temperatura ambiente, se afiadio
cloroformo (Sigma-Aldrich) (0.2 mL/mL trizol), que separa el fenol saturado en
fase acuosa (acidos nucleicos), fase intermedia (ADN) y organica (proteinas) tras
una centrifugacién a 12000 G 15 min a4 °C. Se recogid la fase acuosa y se afiadid
2-propanol (Sigma-Aldrich) (0.5 mL/mL trizol) para deshidratar y precipitar el
ARN mediante centrifugacién a 12000 G 10 min a 4 °C. Para eliminar los restos
de 2-propanol, se afiadi6 etanol 75% (PanReac) frio. Por Gltimo, se centrifugo,
se retird el sobrenadante y se resuspendié el pellet (ARN) en H:O libre de
ARNasas.
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Figura 30. Extraccion de ARN mediante el método fenol-cloroformo.

La concentracion de ARN (Abs 260nm) y su la pureza (relacion
A260/A280) se determinaron mediante espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Scientific).

12.2 Retrotranscripcion de ARN a ADNc (RT-PCR)

El ARN se retrotranscribié a ADNc por la accion de la transcriptasa
inversa, ya que la ADN polimerasa s6lo puede actuar sobre el ADN. Esta
reaccion se realizo mediante el uso del kit “PrimeScript RT Reagent kit”, (Takara
Bio Inc, Shiga, Japdn). La master mix contenia retrotranscriptasa, nucleétidos y
cebadores hexaméricos aleatorios, a la que se afiadieron las muestras de RNA.
Se utilizaron 500 ng de ARN para la transcripcion inversa, realizada en 2 pasos:
15 mina 37 °Cy 5sega 85 °C en C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad).
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12.3 Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR)

La PCR en tiempo real (RT-PCR) se realizé con un termociclador iQ™5
Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) acoplado a deteccion
de fluorescencia. La master mix usada para la PCR fue TB Green® Premix Ex
Tag™ (Tli RNase H Plus) (Takara), que contiene polimerasa, nucleétidos y
reactivo de fluorescencia, necesarios para la reaccién. El termociclador se ajusto
segun el siguiente esquema de amplificacion: 10 min a 95 °C (activacion de la
polimerasa), 40 ciclos de 15 seg a 95 °C (desnaturalizacion de la doble hélice)
seguidos de 30 seg a 60-64 °C para la hibridacion (segln la temperatura éptima
de hibridacién para cada primer) y 30 seg a 72 °C para la amplificacién. Se usé
B-actina como transcripcion de referencia. Los cebadores especificos empleados
fueron (5'a 3') (Tabla 6):

Gen objetivo Secuencia de oligonucleétidos Forward/Reverse
NQO1 F: CCATGGTCGGCAGAAGAG
R: GATGGGATTGAAGTTCATGG
GCLC F: GAAAGGACAAACCCAAACCA
R: TCTGGGAAACGAGGTTATCG
GCLM F: TATCAGTGGGCACAGGTGAA
R: CTTGGATGTCAGGGATGCTT
B-Actina F: GACCCAGATCATGTTTGAGA
R: AGGGCATACCCCTCGTAGAT

Tabla 6. Primers para RT-PCR de los genes sometidos a estudio.

Se determind el ciclo umbral (CT, del inglés “threshold cycle”) y la
expresion génica se expresd como: fold chage = 224D, donde ACT = C target

-Cr housekeeping, Y A(ACT) = ACT treated - ACT control.
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13. Marcaje inmunocitoquimico. Inmunofluorescencia de
GLP1R

El marcaje se realiz6 sobre portas supergelatinizados con secciones de
retina de 5 um. En primer lugar se desparafinaron las muestras con bafios de
xileno (15 min), y se rehidrataron con bafios de concentraciones descendientes
(100%, 96%, 70%, 50%) de etanol (PanReac), y agua de 5 min cada uno. Tras
unos lavados con DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, con calcio y
magnesio, Life Tecnologies), se permeabilizé el tejido con Triton™ X-100 al
1% (v/v) en DPBS durante 1h a temperatura ambiente. Seguidamente se realiz6
un bloqueo de uniones inespecificas incubando las retinas con tampon 1 (1%
BSA, SBF 5% y 0°3% Triton-x-100) durante 45 min a temperatura ambiente.
Tras esto, se incub6 con el anticuerpo primario anti-GLP1R (Novus Biologicals)
1:200 en tampdn 1 durante toda la noche en agitacion a 4 °C en cdmara himeda.
Después de varios lavados con tampon 2 (0.25% BSA 'y 0.1% Triton-100-X en
DPBS), se incubd en oscuridad y a temperatura ambiente con el anticuerpo
segundario acoplado a un fluorocromo (Alexa fluor 488 donkey anti-mouse 1gG,
Invitrogen) diluido 1:1000 en tampdn 2. Se realizd una incubacion en DAPI
1:1000 en H,O para marcar los nucleos celulares. Por ultimo, se lavaron las
retinas con DPBS y se montaron en portaobjetos utilizando el reactivo Prolong®
Gold Antifade Reagent (Molecular Probes, Life Tecnologies). Las imagenes se
tomaron con un microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse 80i) con un

objetivo de 40x.

14. Analisis estadistico

Los célculos, asi como las representaciones graficas, se realizaron con el

programa Microsoft Office Excel 2016 y GraphPad Prism 5.0. Para el andlisis
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estadistico de los resultados que se presentan en este trabajo se utilizd el
programa informéatico GraphPad Prism 5.0 para Windows.

Los datos obtenidos en los experimentos se analizaron mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) para determinar las diferencias estre grupos,
seguido de las pruebas de comparacién mdtiple para la homogeneidad de las
varianzas de Newman-Keuls y Tukey. La hipotesis nula se rechazé para todos
aquellos valores de los test en los que el valor F fue significativo con un p-valor
menor de 0.05, 0.01 y 0.001.
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RESULTADOS







1. Andlisis de los efectos del pterostilbeno frente a la
exposicion a altos niveles de glucosa en pericitos y

células endoteliales de retina humana

Para evaluar el papel protector de Pter contra el estrés oxidativo inducido
por la alta exposicion a glucosa, se incubaron HREC (Innoprot) (Figura 31) y
pericitos de retina humana (HRP, del inglés Human Retinal Pericytes) (Innoprot)
(Figura 32) en medios de cultivo con diferentes concentraciones del polifenol,
mas glucosa 5 mM (control) o0 30 mM (alta glucosa HG, del inglés high glucose).
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Figura 31. Analisis de la capacidad citoprotectora del Pter en cultivos HREC. Contaje
a las 24h (A) y a las 48h (B). Las células utilizadas se encontraban entre los pases 3 y
5. Se utilizaron placas de doce pocillos (0.035x10° células/pocillo) (DMSO 0,1%
utilizado como vehiculo) para la realizacion de los experimentos. Los resultados se
expresaron como indice de proliferacion relativa + DE (n=8), donde el control es 100.
Los resultados se analizaron estadisticamente mediante ANOVA y la prueba de Tukey.
*p <0,05;, *** p <0,001 frente al grupo control. 171 p <0,001 frente al grupo control
HG.
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Figura 32. Analisis de la capacidad citoprotectora del Pter en cultivos HRP. Contaje a
las 24h (A) y a las 48h (B). Las células se encontraban entre los pases 3 y 5. Los
experimentos se realizaron utlizando placas de doce pocillos (0.035x10° células/pocillo)
(DMSO 0,1% utilizado como vehiculo de Pter). Los resultados se expresaron como
indice de proliferacion relativa + DE (n=8), donde el control es 100. Los resultados se
analizaron estadisticamente mediante ANOVA y la prueba de Tukey. * p <0,05; *** p

<0,001 frente al grupo control. 77+ p <0,001 frente al grupo control HG.

Los cultivos de HREC experimentaron un claro descenso en el contaje
del nimero de células en aquellas placas donde el medio contenia una
concentracion de glucosa de 30 mM respecto al control de 5 mM. Este efecto se
vio revertido con la adicion de Pter en el medio de cultivo tras 24 h de incubacion
(Figura 31 A). Tras 48 h de incubacidn, el aporte de Pter seguia mostrando un
aumento en la supervivencia celular respecto al grupo control HG (Figura 31 B).
De forma similar, el efecto observado en las HREC se mostraba en las HRP. El
numero de pericitos disminuy6 significativamente en presencia de glucosa 30
mM respecto al grupo control a las 24h de incubacion. Con la adicion de Pter 2.5

uM se aumentd la viabilidad celular, sin embargo, aunque significativamente

102



eran diferentes al grupo control HG, se requirié una concentracion de 5 uM para
adquirir recuentos celulares iguales al control con glusosa 5 mM (Figura 32 A).
A las 48h, la incubacién con las diferentes concentraciones de Pter mostraban
diferencias respecto al control, pero aun asi, los valores en el contaje seguian
siendo superiores a las cultivadas sin el polifenol (Figura 32 B). Por lo tanto, de
esta manera, se aprecia como el Pter muestra una clara proteccién en la viabilidad

de ambos tipos celulares.

2. Analisis farmacocinético plasmatico del pterostilbeno
tras la administracion subcutanea de su derivado

fosforilado

Con el objetivo de estudiar el posible efecto beneficioso del Pter contra
el dafio oxidativo en la retina, se afiadid un grupo fostato a la molécula del
polifenol (Figura 33 A). Esta modificacion facilita su disoluciéon en agua y
posibilita la administracién subcutanea diaria in vivo durante 6 semanas evitando
el uso de solventes organicos. Para saber si con el derivado se alcanzaban
concentraciones biolGgicas activas de Pter en sangre se realizd un ensayo
farmacocinético (Figura 33 B, C). Se administrd una inyeccién subcutanea de sal
disodica de Pter fosforilado (Pter 50 mg/kg) disuelta en agua (25 mg/ml). La
sangre se recogié en diferentes momentos y el Pter se cuantifico en plasma
mediante el analisis UPLC-MS/MS.

El grupo fosfato en la posicion 4' aument6 la solubilidad en agua y
alcanz6 concentraciones biol6gicamente activas en plasma durante las primeras
4 h después de la administracion subcutanea, con efectos potencialmente
beneficiosos (entre 1.5 y 3 uM) segun los resultados obtenidos en los estudios in
vitro. También se determind el Pter en el plasma de los conejos tratados durante

seis semanas, 24 h después de la dltima inyeccion (0,60 + 0,19 uM) y no se
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observaron diferencias significativas respecto los valores obtenidos tras una sola
administracion (0,33 £ 0,21 uM). Nuestros resultados muestran que el Pter se
liberé de la sal disddica de Pter fosforilado y se detectd en plasma a una
concentracion estable durante al menos 2 h (Figura 33). Ademas, el estilbeno no

se acumuld después de seis semanas de administraciones subcutaneas.
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Figura 33. Estructuras quimicas y niveles plasmaticos de Pter tras la administracion

de sal disodica fosforilada del polifenol. Estructuras quimicas de Pter y sal disédica de

fosfato de Pter (A). La extraccion de los plasmas se hizo a: 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240

min y 24 horas, y se analizaron por HPLC-MS/MS(B). Los datos mostrados en la tabla

B se encuentran representados graficamente en la figura C. Los resultados son medias
+ DE (n=4).
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3. Evaluacion del peso corporal y niveles de glucosa en
sangre

Los pesos corporales y los niveles de glucosa en sangre se midieron 1
dia antes de la induccion de la diabetes (semana 0) y semanalmente después de
la induccién de diabetes con aloxano (semanas 1-6) (Figura 34), con el fin de
confirmar el mantenimiento de la enfermedad a lo largo del tiempo, y detectar

cualquier posible cambio que el Pter pudiese ejercer sobre alguno de estos
parametros.
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Figura 34. Pesos corporales y niveles de glucosa en sangre desde el dia previo a la
induccion de diabetes y durante las 6 semanas de tratamiento. Se evaluaron
semanalmente los niveles peso (A) y glucosa en sangre (B). Los resultados son medias +
DE (n=6). Se utiliz6 una ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey, para evaluar
las diferencias significativas entre las condiciones experimentales. * p <0,05; ** p

<0,01; *** p <0,001 frente al grupo de control 77+ p <0,001 frente al grupo de
diabéticos.

Los conejos diabéticos y diabéticos tratados con Pter experimentaron
una pérdida de peso significativa en comparacion con la condicion de control,

cuyo peso se habia incrementado en el tiempo (Figura 34 A). Las diferencias en
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el peso corporal comenzaron en la segunda semana y aumentaron en ambos
grupos durante el periodo experimental. Ademas, la diabetes indujo un aumento
de la glucemia y el Pter la redujo significativamente, aunque no alcanzé los
valores del grupo control (Figura 34 B). Puede observarse como el tratamiento
con Pter no modifico los cambios que se inducen en los animales diabéticos con

respecto al control en cuanto al peso se refiere.

4. Andlisis de la toxicidad inducida por el tratamiento

Con la intencién de comprobar que la administracién de Pter a los
animales de experimentacion no producia ningin dafio ni riesgo de toxicidad, se
realizO un andlisis de los plasmas a tiempo final (6 semanas). Las
determinaciones bioquimicas se presentan en la Tabla 7. En los conejos
diabéticos, la ALT (alanina aminotransferasa) y la fosfatasa alcalina fueron
significativamente mas altas que en los controles y animales tratados. La
albuminay la fosfatasa alcalina disminuyeron significativamente en los animales
tratados. No se observaron diferencias significativas en el resto de parametros
toxicoldgicos analizados. Por lo tanto, se considerd6 que las diferencias
estadisticas se encontraban dentro del rango de variabilidad normal,

independientemente de la administracion de Pter y sin importancia toxicologica.
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Parametros de analisis Control Diabético Tratado
ALT (U/L) 49.0+36 | 70.8+63* 50.3+26t
GOT 16.5+0.9 20.7+2.7 22.7+1.2
Fosfatasa alcalina (U/L) 102.0+8.9 | 137.7+6.1* | 53.0+4.9** 17
Bilirrubina total (mg/dL) 0.1+0.01 0.1+0.02 0.2+0.02
Albumina (g/L) 47.040.7 | 44.2+1.0 |35.3+0.9*** 1t
Proteina total (g/L) 60.8+2.2 55.2+1.1 67.3+1.9
Cloruro (mmol/L) 102.3+2.3 | 96.6+1.2 100.7+2.7
Nitrégeno ureico en sangre (mg/dL) | 22.7+2.5 20.9+1.7 20.1+2.8
Creatinina (mg/dL) 0.9+0.1 1.0+0.1 0.9+0.1
Calcio (mg/dL) 11.9+0.1 | 11.9+03 12.1+0.3
Fosforo (mg/dL) 5.5+0.2 6.1+0.2 5.9+0.4
Sodio (mmol/L) 140.8+0.5 | 1384+04 138.3+0.3
Potasio (mmol/L) 3.7+0.1 41+0.1 3.9+0.1
Colesterol HDL (mg/dL) 19.2+2.8 19.0+2.3 25.4+3.8
Colesterol total (mg/dL) 41.5+4.4 42.4+39 63.7+14.2
Urea (mg/dL) 485+54 | 44.8+36 43.0+6.1
Acido drico (mg/dL) 3.6+0.4 42+03 4.4+0.3

Tabla 7. Medidas bioguimicas en muestras de plasma de conejo de seis semanas tras
el inicio del estudio. Los datos se presentan como media £ DE (al menos n=4 en cada
grupo). Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante una ANOVA, seguida de
la prueba de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 frente al grupo control. ¥ p
<0,05; 111 p <0,001 frente al grupo diabético.

5. Determinacion de la tortuosidad en los vasos sanguineos

de retina de conejo

El primer procedimiento para apreciar si el Pter ejercia algin efecto
beneficioso sobre las retinas de los animales de experimentacion, fue la
realizacion de retinografias. Los conejos New Zealand se dividieron en tres
grupos experimentales: control, diabético y diabético tratado. Las retinografias
se realizaron antes de la administracién de aloxano (semana 0) (Figura 35 A) y

después de la induccion de la diabetes (semana 6) (Figura 35 B).
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Figura 35. Imé&genes retinogréaficas de los animales de experimentacion. Iméagenes del
fondo de ojo izquierdo que muestran la retina de animales control, diabético y diabético-

tratado con Pter al inicio (TO) y tras 6 semanas de la induccion de la diabetes (T6).
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Pudo apreciarse de forma cualitativa, como los vasos presentes en la
retina de los conejos diabéticos mostraban un incremento en la tortuosidad a las
6 semanas (Figura 35) al comprarlos con la misma retina antes de la induccién
de la diabetes. Para confirmar de forma cuantitativa los cambios observados,
seguidamente se evalud esta tortuosidad vascular con el software Image J (Figura
36).
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Figura 36. Tortuosidad en los vasos de la retina en conejo control, diabético y
diabético-tratado tras 6 semanas de la induccion de diabetes. Los datos se presentan
como media + DE (n=5 en cada grupo) Los resultados fueron analizados
estadisticamente por ANOVA y la prueba de Tukey. * p <0.05 frente al grupo Control.

Puede observarse en la grafica como la administracion de Pter redujo la
alteracion vascular observada en los animales diabéticos, siendo capaz de
disminuir el grado de tortuosidad hasta valores similares al obtenido en conejos

control (Figura 36).
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6. Andlisis de la apoptosis en las retinas de los animales de

experimentacion

Tras los cambios morfol6gicos observados en los vasos de la retina, se
quiso comprobar si en el tejido se apreciaba alguna otra mejoria. El efecto
retinoprotector observado mediante las retinografias se correspondié con los
datos obtenidos al evaluar el grado de apoptosis en secciones histologicas de
retina. La realizacion del TUNEL posibilitd observar cualitativamente el
aumento de ndcleos de células ganglionares TUNEL-positivos respecto al
control en los conejos diabéticos (Figura 37 A). Sin embargo, aunque era algo
mayor que los niveles control, el tratamiento con polifenoles dio como resultado
una caida significativa en la apoptosis en células ganglionares para la condicion
diabética (Figura 37 A). El andlisis cuantitativo de las secciones histoldgicas se
representa en la Figura 37 B.

110



T

s R

AL

a

S i

L

Tratado

Células en apoptosis (% Control)

e e e N S I N
O N B O OWON
P S

*t

oON PO
PR

» o
ot .
o"é ou .ob
C 0\% <3

Figura 37. Andlisis de la muerte celular programada in vivo. Imagenes de secciones

histologicas de retina (10 um) tefiidas con TUNEL-HRP tras 6 semanas de induccion de

diabetes (barra negra =50 pm) (A). Las flechas negras sefialan nicleos apopt6ticos.

Para una mejor apreciacion, las muestras fueron sometidas a una contratincién con

violeta de cresilo. Los resultados son medias = SD (al menos n=5 en cada grupo). El

analisis estadistico se realiz6 con ANOVA seguido de la prueba post hoc de Tukey para

evaluar las diferencias significativas entre las condiciones experimentales. * p <0,05;
**p <0,01; *** p <0,001 frente al grupo de control. ¥ p <0,05; 17 p <0,001 frente al

grupo de diabéticos.
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7. Analisis de los niveles de ERK en las retinas

experimentales

Comprobado el aumento de la muerte celular en las retinas diabéticas, se
precedié a evaluar la posibilidad de que el mecanismo inflamatorio también
pudiese estar alterado. Se ha determinado que la via de sefializacion MAPK/ERK
desempefia un papel importante en diversas vias patogénicas y procesos
fisioldgicos, incluida la regulacion de la entrada y la proliferacion del ciclo
celular, asi como en el desarrollo de RD mediante la regulacion positiva de la
inflamacidn croénica (L. Zhang, Zhang, y Liang 2016). La via de sefializacién
MAPK/ERK incluye varias MAPK, incluidas las ERK, que integran multiples
sefiales bioquimicas y ambientales a través de cascadas de fosforilacion (Hu
et al. 2017). Trabajos como el de Gogg, Smith, y Jansson 2009 muestran que la
fosforilacion de ERK1/2 se regula significativamente en la DM2. De esta manera
se evalué molecularmente por western blot dos proteinas relacionadas con la

inflamacion como son ERK1 y ERK2 (Figura 38).

La diabetes aument6 la fosforilacion de la quinasa 1/2 regulada por
sefiales extracelulares (ERK1/2) en las retinas y Pter recuperd el estado de

fosforilacion (Figura 38).
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Figura 38. Western blot y densitometria pERK1/2 en retina. Los datos se presentan
como media + DE (al menos n=4 en cada grupo). Se utilizé un ANOVA, seguido de una
prueba post hoc de Newman-Keuls. * p <0,05; *** p <0,001 frente al grupo control. 1+

p <0,01; 17 p <0,001 frente al grupo diabético.

8. Estudio del efecto del pterostilbeno frente al estrés

oxidativo inducido en las retinas diabéticas

Es bien sabido que la hiperglucemia es un potente inductor de estrés
oxidativo y puede desencadenar un aumento del dafio celular, la pérdida de
funcion y el desarrollo de RD. Aqui se muestran los efectos de la diabetes como
un aumento significativo en la oxidacion de proteinas y lipidos de la retina, asi

como, el aumento de la produccion de H,O- tanto in vitro como in vivo.
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8.1 Determinacién de los niveles de H.O. en cultivos
HREC y en retinas de conejo, en funcion de los niveles

de glucosa

El H,O,, un intermedio oxidante estable de origen biol6gico, puede
causar dafio a los tejidos oculares al alterar la estructura y funcién celular. Con
el fin de determinar el efecto de los niveles elevados de glucosa sobre el estrés
oxidativo y el posible caracter protector del Pter, se realiz6 un estudio in vitro
con células HREC. Se midieron los niveles de H,O, que estas células liberaron
a los en medios en los que se encontraban. En la Figura 39 puede observarse
como las células incubadas con HG incrementaban la produccién de niveles de
H.,O; respecto a la a condicién control. Este aumento fue revertido con la adicion
al medio de cultivo de Pter 2.5 uM. Es mas, la utilizacion de concentraciones
superiores (5 uM), disminuy¢ significativamente los valores de H,O, por debajo

del control (Figura 39 A).

De forma similar, se evaluaron los niveles H,O, en homogenados de
retinas de conejo. Los andlisis de las retinas de animales diabéticos presentaron
altos niveles de H,O,, mientras que Pter los disminuy6 a valores de retinas
control (Figura 39 B). Todo ello demuestra la alta capacidad antioxidante del

Pter tanto in vivo como in vitro.
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Figura 39. Niveles de H202 presentes in vitro en medios de cultivo de células HREC y
en retinas de conejo in vivo. Se establecié H,O, en homogenados de retina por
espectrofluorometria. Los datos se presentan como media £ DE (n=4 para HREC; n=6
para retinas). Los resultados fueron analizados estadisticamente por ANOVA vy la
prueba de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01 frente al grupo de control. 1 p <0,05; ¥17 p
<0,001 frente al grupo de diabéticos.

Tras el claro aumento del estrés oxidativo apreciado en el incremento de
los niveles de H,O,, a continuacidn, se quiso comprobar si este estrés oxidativo
afectaba a las principales biomoléculas del organismo, como son las proteinas y
los lipidos, y como el Pter podria ejercer un efecto protector de estas en nuestro

modelo experimental animal.
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8.2 Determinacién del dafio oxidativo a proteinas

Para detectar cambios en las proteinas, se analizaron derivados de la
oxidacion y la nitracién proteica en el aminoéacido tirosina, siendo estas unas de
las modificaciones mas comunes utilizadas como biomarcador de estrés
oxidativo. De esta manera, se determinaron las relaciones m-Tyr/Phe, 3NO,-
Tyr/p-Tyry 3CI-Tyr/p-Tyr (Figura 40).
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Figura 40. Efecto del tratamiento con Pter sobre la modificacién de tirosinas en
retinas de conejo. Las relaciones 3NO,-Tyr/p-Tyr (A), m-Tyr/Phe (B) y 3CI-Tyr/p-Tyr
(C) se cuantificaron mediante UPLC-MS/MS. Los datos se presentan como media = DE
(al menos n=4 en cada grupo), y se analizaron mediante una ANOVA seguida de la
prueba de Tukey. * p <0,05 frente al grupo de control. 7 p <0,05 frente al grupo de

diabéticos.

Como se observa en la Figura 39, el Pter disminuyo significativamente
el dafio oxidativo inducido por la exposicion a la hiperglucemia en los 3 ratios
de tirosinas analizados: 3NO,-Tyr/p-Tyr (A), m-Tyr/Phe (B) y 3CI-Tyr/p-Tyr
©).
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La evaluacion de la oxidacion de proteinas en la retina también se evalu6
mediante el analisis de la carbonilacion proteica. Puede apreciarse en la Figura
41, como la diabetes genera una mayor cantidad de proteinas carboniladas, efecto

gue en los animales tratados se ve significativamente reducido.
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Figura 41. Niveles de proteinas carboniladas presentes en las retinas de los diferentes
grupos animales experimentales. La carbonilacién se midié en homogenados de retina
mediante ELISA. Los datos se presentan como media + DE (al menos n=4 en cada
grupo), y se analizaron mediante una ANOVA seguida de la prueba de Newman-Keuls.

** p <0,01 frente al grupo de control. 17 p <0,01 frente al grupo de diabéticos.

De esta forma, el dafio oxidativo a las proteinas y su consiguiente
prevencion por el polifenol Pter, fue confirmado mediante dos determinaciones

diferentes.
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8.3 Determinacién del dafio oxidativo a lipidos

Al igual que con las proteinas, se quiso analizar el efecto protector del
estilbeno contra el dafio oxidativo en lipidos. Para ello, se llevo a cabo la
cuantificacion del 4-HNE en las retinas a las 6 semanas del inicio del estudio
(Figura 42).
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Figura 42. Determinacion de los niveles de 4-HNE en retinas de conejo. La
peroxidacion lipidica se midi6 en homogenados de retina (al menos n=4) mediante
ELISA. Los datos se presentan como media + DE, analizados mediante ANOVA seguida
del test de Tukey. * p <0,05 frente al grupo de control. 1 p <0,05 frente al grupo

diabético.

La reduccion de peroxidacién lipidica reflejada en los niveles de 4-HNE

hasta valores control, corrobor6 el efecto protector del Pter (Figura 42).

Por otro lado, se analizaron otros biomarcadores de estrés oxidativo en

lipidos, como son los isoprostanos (Figura 43 A, B, C, D):
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Figura 43. Diagramas de cajas de compuestos de lipoperoxidacion. lsoprostanos

totales (A), compuestos de peroxidacion lipidica derivados del acido adrénico (B), acido

araquidonico (C) y &cido docoxohexaendico (D). Los recuadros indican el primer y

tercer cuartil, la mediana se muestra como una linea horizontal y los extremos indican

los valores méaximos y minimos. Los valores por debajo del limite de deteccién se

indicaron como <LD. Resultados analizados mediante ANOVA seguida de la prueba de

Tukey (al menos n=4 en cada grupo). * p <0,05; ** p <0,01 frente al grupo control. 1 p
<0,05; 11 p <0,01; 717 p <0,001 frente al grupo de diabético.
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Como se observa en la Figura 42, la hiperglucemia cronica aumenta la
peroxidacion de lipidos totales y los derivados de los &cidos araquidénico,
adrénico y docosahexaenoico en muestras de retina. Concretamente, se detectan
aumentos significativos en los valores de las prostaglandinas PGE; y PGF2,, y
los 1soPs 8-iso-PGE;, 8-is0-15-keto-PGF,, y 8-is0-15-(R)-PGF,,. La oxidacién
del &cido adrénico se reflejo en un aumento significativo de 17-F,-Dihomo-IsoP,
Ent-7 (RS) -7-Fx-Dihomo-1soP, 17-epi-17F-Dihomo-1soP y 10-epi-17(RS)SC-
A¥-11-Dihomo-IsoF. Se obtuvieron resultados similares para la oxidacion del
acido docosahexaenoico que se mostrd6 como un aumento de 10-epi-10-Fs-
NeuroP, 4(RS)-F4-NeuroP y 14(RS)-14-F4-NeuroP. Como esperdbamos, la
administracion diaria subcutanea de Pter pudo revertir estas alteraciones

oxidativas tempranas.

9. Analisis de la capacidad del pterostilbeno de modular

las defensas antioxidantes

Tras determinar la capacidad del polifenol en proteger frente al dafio
oxidativo inducido por la hiperglucemia, se procedio a estudiar su efecto sobre
las principales defensas antioxidantes. Se evaluaron los niveles de GSH vy las
actividades de las principales enzimas encargadas de amortiguar el estrés
oxidativo: la CAT, la GPx y la SOD.

9.1. GSH invitro

En un primer acercamiento, se determiné de forma cualitativa los niveles
de GSH presentes en cultivos de células HREC en presencia de glucosa5 mMy
30 mM con concentraciones de 2.5 y 5 uM de Pter como tratamiento, Y en dos

tiempos diferentes, a 24 h'y 48 h (Figura 44).
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Control Pter 2.5 uM Pter 5 uM

Glucosa 5 mM

24h

48h
Glucosa 5 mM

Glucosa 30 mM

Glucosa 30 mM

Figura 44. Fluorescencia de GSH presente en células HREC. Para realizar los
experimentos las células se sembraron en placas de doce pocillos (0.035x108
células/pocillo). 24 horas después se suplementaron con glucosa en niveles normales (5
mM) o altos (30 mM), y tratados con diferentes concentraciones de Pter (2.5 o 5 uM).
El DMSO utilizado como vehiculo estaba a una concentracion de 0,1%. Para el marcaje

en verde se us6 CMFDA 75 nM. Barra de calibrado blanca = 40 um.

En el andlisis microscopico puede observarse como los niveles de GSH

se vieron disminuidos en presencia de HG, mientras que la incubacion con Pter
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aumentaba notablemente la fluorescencia originada por un aumento en los
niveles del tripéptido tanto a 24 como a 48 h.

9.2 GSH invivo

Una vez visto el efecto del Pter sobre el GSH en células HREC, se
prosiguié con ensayos in vivo que corroborasen estos efectos. Para ello, en
homogenados de retina se midieron los pardmetros de GSH, GSSG y se calculd
el ratio GSH/GSSG (Figura 45).
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Figura 45. Concentraciones de GSH, GSSG y ratio GSH/GSSG en retinas de conejo.
Los datos de GSH y GSSG se obtuvieron mediante UPLC-MS/MS. Los resultados se
presentan como media + DE (al menos n=5 en cada grupo), y fueron mediante una
ANOVA seguida de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente al grupo de control. 7 p <0,05;
77 p <0,01; 177 p <0,001 frente al grupo de diabéticos.

No se observaron diferencias significativas en los niveles de GSH en
retina entre los 3 grupos experimentales (Figura 45 A). Sin embargo, los niveles
de GSSG si presentaban variaciones significativas intergrupales. En los animales
diabéticos, la cantidad de GSSG era muy superior a la del control, y el Pter

impedia que el GSH se oxidase a GSSG (Figura 45 B). Por esta razon, el ratio
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GSH/GSSG, uno de los principales indicadores del estado redox, se encuentra
disminuido en los animales diabéticos respecto al grupo control y, en los
animales tratados, significativamente aumentado (Figura 45 C). De esta manera
se hace evidente el mejor estado oxidativo en el que se encuentran los animales

tratados con el polifenol Pter.

Ademas, se analizo el y-L-glutamil-L-cisteina (y-Glu-Cys), un precursor
de GSH, y las subunidades de la enzima limitante en la sintesis de GSH, la GCL
(GCLC y GCLM) (Figura 46).
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Figura 46. Niveles de y-Glu-Cys y expresion de las enzimas encargadas de su sintesis.
y-Glu-Cys (A), GCLC (B) y GCLM (C). Los resultados se presentan como media + DE
(n=35 para y-Glu-Cys; n=7 para niveles de exprecion), y analizados meadiante ANOVA
seguida de la prueba de Tukey. * p <0,05; ** p <0,01 frente al grupo control. 1 p <0,05;
77 p <0,01 frente al grupo diabético.

La cantidad de y-Glu-Cys se encontraba disminuida en las retinas
diabéticas a diferencia de los animales diabéticos tratados (Figura 46 A). Los
niveles de expresion de la subunidad GCLC estaba incrementada las retinas
diabéticas respecto al control (Figura 46 B). En los animales tratados tanto la
GCLC (Figura 46 B) como la GCLM (Figura 46 C) se encontraban disminuidas
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respecto las retinas diabéticas, sin encontrarse diferencias respecto los animales

control.

9.3 Actividades de las principales enzimas antioxidantes

Para identificar la contribucion del Pter al mecanismo de defensa
antioxidante, se midieron las actividades enziméaticas de CAT, GPx y SOD
(Figura 47).
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Figura 47. Efecto del Pter sobre la activacion de las principales enzimas antioxidantes
en conejos diabéticos. Las actividades enzimaticas de CAT (A), GPx (B) y SOD (C) se
expresan como mg de proteina. Datos mostrados como media + DE (al menos n=5 en
cada grupo). Se utiliz6 un ANOVA, seguido de una prueba post hoc de Newman-Keuls.
*p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 frente al grupo de control. 7 p <0,05; 1 p <0,01

frente al grupo de diabéticos.

La hiperglucemia redujo las actividades de las 3 principales enzimas
antioxidantes en comparacion con los controles. Estos efectos sobre las

actividades enzimaticas se revirtieron con el tratamiento con Pter (Figura 47).
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10. Mecanismos moleculares implicados en el papel

antioxidante del pterostilbeno

Para investigar la via molecular por la cual el Pter estimula los
mecanismos de proteccidn antioxidante y reduce el dafio retiniano, se analizé el
estado de la via PI3K/AKT/GSK3B/NRF2 como desencadenante de los efectos

protectores.

10.1 Analisis de la via; NRF2

En primer lugar, se decidid analizar la posible activacion de NRF2. Este
factor de transcripcién es uno de los actores mas importantes en la modulacion
de la respuesta antioxidante. Para ello, se llevé a cabo un estudio in vitro con
HREC, mediante inmunocitoquimica contra NRF2 a distintos tiempos. Este
ensayo posibilita conocer el tiempo que tarda en activarse la respuesta
antioxidante, reflejado como la traslocacidn al nucleo del factor de transcripcién

tras la administracion de Pter (Figura 48).
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Figura 48. Translocacion nucleo-citosol de NRF2 en células HREC. La translocacion
se detectd mediante microscopia confocal. Las células se incubaron con Pter 5 uM y se
fijaron con paraformaldehido al 4% a las 0, 5, 6 y 8 h. NRF2 se detectd6 mediante
inmunocitoquimica (A) y la translocacion se evalué mediante el software ImageJ (n=3)
(B). Barra blanca escala=40 um. Los datos se analizaron mediante una ANOVA de una
via, seguido de la prueba de Tukey. * p <0,05 frente al grupo control (0 h).

La activacion de NRF2 fue maxima después de 6 h de incubacion con
Pter en HREC. La proporcion de NRF2 nuclear frente a citoplasmatico se utilizo
como indice de translocacion de NRF2 (Figura 48 B).

10.2 Cascada molecular PIBK/AKT/GSK3p/NRF2

Una vez demostrada la activacion de NRF2, se analizaron posibles
activadores aguas arriba. De esta manera, se realizaron western blots para
detectar las expresiones de pPI3K/PI3K (Figura 49 A), pAKT/AKT (Figura 49
B) y pGSK3B/GSK3 (Figura 49 C) en las retinas de los 3 grupos animales.
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Figura 49. Western blot y densitometrias de la via PI3K/AKT/GSK3p en retinas de
conejo. Los datos se presentan como media £ DE (al menos n=4 en cada grupo). Se
utiliz6 un ANOVA, seguido de una prueba post hoc de Newman-Keuls, para evaluar
cualquier diferencia significativa entre las condiciones experimentales. * p <0,05; ** p

<0,01 frente al grupo control. ¥ p <0,05; 11 p <0,01 frente al grupo diabético.

En el grupo diabético se observo una disminucion en los niveles de las
proteinas pPI3K, pAKT y pGSK3p respecto el grupo control. El Pter aumento
los niveles de fosforilacion en las retinas de conejos diabéticos hasta los niveles
de los animales control. Con todo ello, el aumento de estos niveles de

fosforilacién esta generando la activacion de esta posible via protectora.
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11. Reflejo de la activacién de NRF2 en la subida de los

niveles de NQOL in vitro e in vivo

Para confirmar el efecto del Pter sobre la activacion de la via
PI3k/Akt/GSK3B como importante desencadenante de la funciéon NRF2,
responsable de estimular los mecanismos protectores antioxidantes que reducen
el dafio retiniano, se analizd la expresién de NQO1, una diana directa de NRF2,
tras modular la activacion de PI3K y GSK3p en HREC (Figura 50). Para llevarlo
a cabo, se usaron inhibidores de la quinasa PI3K (BEZ235), GSK3p (cloruro de
litio, LiCl) y exendina 9 (GLP1R); una proteina de membrana que podria estar

activada por Pter; que se expone mas delante.
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Figura 50. Niveles de ARN de NQO1 en HREC después de 24h. Incubacién con:
DMSO (control), Pter 5 uM, Pter (5 uM) + BEZ235 (10 nM), Pter (5 xM)+LiCl (20 mM)
y Pter (5 uM) + exendina 9 (Exen9) 1 uM. Los datos se presentan como media + DE (al
menos n=4 en cada grupo). Los resultados fueron estadisticamente analizados mediante
ANOVA seguida del test de Tukey. *** p <0,001 frente al grupo control. 7 p <0,05; 7171
p <0,001 frente al grupo Pter 5uM.
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Como puede verse en la Figura 50, la expresion de NQO1 aument6 en

presencia del estilbeno. Mientras que estos niveles de expresion disminuyeron
con la inhibicion de la actividad quinasa PI3K, GSK3B y de GLP1R.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de NQOL en las retinas de conejo

del modelo animal mediante western blot (Figura 51).
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Figura 51. Western blot y densitometrias de NQO1 en retina de conejo. Resultados

expresados como media + DE (al menos n=4 en cada grupo). El anélisis estadistico

usado fue una ANOVA, seguida de una prueba post hoc de Newman-Keuls. ** p <0,01

frente al grupo control. 11 p <0,01 frente al grupo diabético.

Al igual gue ocurria con la expresion de NQOL in vitro, los niveles de

NQOL en retina estaban aumentados por la accion del Pter (Figura 51). Con todo

ello, se hace patente que el polifenol esta actuando mediante esta via metabdlica

propuesta, y que, como punto final, NRF2 esta desencadenando toda la respuesta

adaptativa protectora, reflejada entre otros aspectos, en el aumento de los niveles

de NQOL.
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12. Papel de GLP1R como receptor de Pter y activador de

la cascada metabdlica

Con el fin de explorar mas a fondo el evento corriente arriba que estimula
la via de sefializacion de PISK/AKT/GSK3p vy los efectos retinoprotectores, se
centrd el trabajo en GLP1R. Para ello, utilizamos la nueva linea celular HEK293
GLP1R Nomad desarrollada por Innoprot (Espafa). Esta linea celular fue
disefiada especificamente para analizar la activacién de GLP1R a través de los

niveles de cAMP por emision de fluorescencia (Figura 52 A).

El tratamiento con Pter fue capaz de aumentar los niveles de AMPc
como se observa en el incremento en la sefial de fluorescencia (Figura 52 A). Por
otro lado, la estimulacion de GLP1R inducida por Pter fue bloqueada por el
antagonista de GLP1R, exendina 9 (Figura 52 B).
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Figura 52. Implicacién de GLP1R en el efecto del Pter sobre la activacion de la via
PI3K/AKT/GSK3f/NRF2. Se observd cAMP en células Nomad mediante microscopia
confocal (A). La intensidad de la fluorescencia se evalué con IN Cell Analyzer en el
control (DMSO), Pter 5uM y Pter 5uM + Exen9 1 uM (B). Barra de escala blanca = 20
uM. Los datos se presentan como media £ DE (n=8 en cada grupo). Los resultados
fueron estadisticamente analizados mediante ANOVA seguida del test de Tukey. *** p

<0,001 frente al control. ### p <0,001 frente al Pter 5 M.

La implicacién de GLP1R en esta via ya se habia postulado en la Figura
50, donde la inhibicién de esta proteina con exendina 9 redujo los niveles de
NQOL1.

Por otro lado, se quiso ver la presencia de este receptor GLP1R en las
retinas de los animales experimentales. Tras una inmufluorescencia pudo verse
de forma cualitativa, una aparente disminucién en la cantidad de este receptor en
las retinas diabéticas, y como el tratamiento con Pter parecia incrementar la

presencia del mismo, incluso por encima de las retinas control (Figura 53).

134



GLP1R Dapi GLP1R + Dapi

Control

Diabético

Tratado

e ¥ M"f',"-vfp-";"!’.‘l};,,‘c-b 2

Figura 53. Inmunofluorescencia contra GLP1R en retinas de conejos. Barra de

escala=40 um. Anticuerpo GLP1R en verde, y ndcleos marcados en azul (Dapi).

En vista de los resultados obtenidos, existe una relacion directa entre el
polifenol Pter y GLP1R, cuya union desencadena aguas abajo toda la ruta
metabdlica propuesta, y la activacion final del mecanismo protector antioxidante

en la retina.
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DISCUSION







En la actualidad, el tratamiento para la RD se centra en las etapas mas
avanzadas de esta enfermedad. Sin embargo, en muchos casos los protocolos de
administracion no son los éptimos por lo que presentan problemas de eficacia,
ademas de provocar importantes efectos secundarios. La falta de una terapia
eficaz, junto con el hecho de que el dafio retiniano ocasionado por la progresion
de la enfermedad puede ser irreparable, hace necesario encontrar nuevas

estrategias para prevenir su aparicion.

El estrés oxidativo producto de la hiperglucemia se considera una de las
principales etiologias en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes, como
la RD (Al-Shabrawey y Smith 2010; Wu, Tang, y Chen 2014). Las ROS tienen
la capacidad de dafar las proteinas, los lipidos y el ADN celular, lo que conduce
a la alteracion de las funciones celulares. Es aqui donde despierta gran interés el
uso de polifenoles, concretamente el Pter. Varios estudios han revelado que los
nutracéuticos con capacidad antioxidante son eficaces para reducir las
complicaciones diabéticas (Rossino y Casini 2019). Asi pues, se ha observado
un efecto protector para la RD y otras retinopatias con resveratrol (Nagineni
et al. 2014; Soufi, Mohammad-Nejad, y Ahmadieh 2012), quercetina (B. Chen
etal. 2017; Ola et al. 2017), acido galico (Lee et al. 2014; Silva et al. 2013) y
curcumina (Parsamanesh et al. 2018; Yang et al. 2018), entre otros. Sus efectos
se han atribuido a la capacidad de modular diferentes dianas moleculares: como
guinasas (MAPK) (Lee et al. 2017; L. Zhang, Zhang, y Liang 2016), sirtuinas
(SIRT1) (J. Li etal. 2017), factor nuclear kappa B (NF-xB) (Lee et al. 2017),
factores de transcripcién como Nrf2/ARE (Bucolo et al. 2019; Xue et al. 2017),
entre otros, proporcionando proteccion antioxidante y antiinflamatoria (Rossino
y Casini 2019). En cuanto al efecto protector de Pter como antioxidante, ha sido
comprobado en diferentes modelos experimentales (Sirerol et al. 2015). Por
ejemplo, Sheng y Rong demostraron que el Pter retrasa la progresion de la RD

al aliviar la inflamacién y oxidacion de biomoléculas utilizando un modelo in
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vitro de células endoteliales retinianas humanas (Shen y Rong 2015). Sin
embargo, el efecto del Pter sobre la retina no se ha estudiado en profundidad.

Debido a la complejidad y heterogeneidad que presenta la RD, ningln
modelo animal ha sido capaz hasta la fecha de reproducir completamente los
cambios fisiopatologicos neuronales y vasculares que se producen en cada etapa.
Sin embargo, cada modelo recapitula algunas de las caracteristicas de la
enfermedad. Los modelos mas utilizados para el estudio de la RD se han
desarrollado en ratones y ratas, pero también se utilizan perros, gatos, cerdos,
conejos, monos y peces cebra (Lai y Lo 2013). Las vias para reproducir la
enfermedad se logra a través de dos formas de generar el desarrollo de diabetes:
la induccién y la mutacion génica (Olivares et al. 2017). Los modelos inducidos
se generan a través de varios métodos: cirugia (extirpacion quirdrgica del
pancreas) (S. Kumar etal. 2012), farmacos con accién citotdxica a nivel
pancreatico como la estreptozotocina (STZ) o el aloxano (Lenzen 2008), dietas
ricas en galactosa (Engerman y Kern 1984; Robinson et al. 2012) y el dafio laser
(Grossniklaus, Kang, y Berglin 2010) o quimico en el ojo (Chan y Werb 2015).
Los modelos genéticos se crean utilizando la reproduccién selectiva y la edicion
de genes. Hay varios modos genéticos de RD en raton, rata y pez cebra. Estos
modelos incluyen mutaciones espontaneas, especificas de cepas y editadas
genéticamente (Olivares etal. 2017). Entre ellos destacan modelos murinos
como el Ins2”4@ un modelo para la DM1 que alberga una mutacion espontanea
en el gen de la insulina 2 que conduce al plegamiento incorrecto de la proteina
de la insulina, su acimulo y muerte de las células B pancreaticas (lzumi et al.
2003). Los ratones Kimba, un modelo no diabético de retinopatia proliferativa
que sobreexpresa VEGF (Lb et al. 2008). Y los ratones Akimba, un cruce de las
dos cepas anteriores que presentan hiperglucemia y alteraciones tipicas de los
vasos en etapas avanzadas de RD (Wisniewska-Kruk et al. 2014). Ademas, el
modelo de raton db/db es actualmente el més utilizado de DM2. Este roedor tiene

una mutacion en el gen que codifica el receptor de leptina, generando deficiencia
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de leptina y confiriendo susceptibilidad a la obesidad, resistencia a la insulina y
DM2 (Alpers y Hudkins 2011).

Para este estudio se opté por un modelo animal en el que la diabetes se
indujo de forma farmacoldgica con aloxano en conejos New Zealand machos. A
diferencia de otros autores que han usado STZ para inducir diabetes en ratas (Sun
et al. 2019; Tastekin et al. 2018), en nuestro modelo no se observan diferencias
significativas en referencia al peso entre conejos diabéticos y diabéticos tratados
con Pter (Figura 34 A). En cuanto a los niveles de glucosa en sangre, estos
autores también hacen referencia a la capacidad hipoglucemiante del estilbeno
en sus modelos. Sin embargo, nuestros resultados no muestran diferencias
estadisticas entre ambos grupos diabéticos hasta la sexta semana desde el inicio
del tratamiento, en la que tampoco se alcanzan valores control (Figura 34 B).
Aun asi, se indica una tendencia a la baja en la hiperglucemia con un estudio méas
prolongado en el tiempo. Esto puede deberse al hecho de que el efecto citotoxico
del aloxano y la STZ se logra por diferentes vias moleculares (Lenzen 2008), o
a causa de que la concentracion de Pter empleada en este estudio sea insuficiente

para alcanzar dichos efectos.

Los polifenoles se caracterizan por una escasa biodisponibilidad que
limitan su uso clinico debido, principalmente, a su baja solubilidad y rapido
metabolismo. Como consecuencia, se decidié agregar un grupo de fosfato
disddico en la posicion 4' para asi aumentar la solubilidad del compuesto (Figura
33 A). El grupo hidroxilo en la posicion 4' es esencial para su actividad (Stivala
et al. 2001). A raiz de esta modificacion, se detectaron los niveles sanguineos de
Pter después de la administracion subcutanea de sal disodica de Pter fosforilado
para confirmar la liberacion de este tras la accion de las fosfatasas, y su
consecuente accion bioldgica (Figura 33 B, C). Ademas, este cambio estructural
de la molécula de Pter posibilitd su administracion en el modelo animal. Gracias

al aumento de la solubilidad, el Pter pudo inyectarse subcutaneamente para asi
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evitar la toxicidad de los solventes organicos y la probabilidad de inducir dafio
en el eséfago mediante una sonda oral. Las inyecciones se llevaron a cabo en
diferentes lugares de la espalda para asi evitar también la aparicion de posibles
dafos en la piel de los animales, por ejemplo, granulomas que pudiesen derivarse
del estrés ocasionado por la administracién diaria en una Unica zona. Las dosis
no toxicas de 50 mg/kg fueron similares a las empleadas en otros trabajos en los

que el Pter demostré ser eficaz (Hannan et al. 2016; Wang et al. 2018).

La ausencia de toxicidad del Pter que observamos coincide con estudios
previos en los que se alimentd con hasta 3 g/kg/dia de Pter a ratones durante 28
dias, lo que equivaldria a una dosis de 17,67 g/dia en seres humanos (Ruiz et al.
2009). Otros estudios realizados en seres humanos también hablan sobre la
seguridad del Pter. Por ejemplo, un ensayo clinico prospectivo en el que los
pacientes con hipercolesterolemia fueron tratados con Pter durante un promedio
de 52 dias, demostrd que las dosis eran seguras hasta 250 mg/dia (Riche et al.
2013). De igual forma, otros estudios muestran como el tratamiento con 450 mg
de extracto de Pterocarpus marsupium en voluntarios sanos no produjo ningun
signo de toxicidad (Hougee etal. 2005). Bioquimicamente, segin nuestros
resultados, se observaron anomalias en la funcién hepatica en conejos diabéticos,
donde se encontraban incrementados los valores de ALT y fostatasa alcalina,
pero no en los conejos diabéticos tratados con Pter (Tabla 7), lo que no solo
indica la ausencia de toxicidad, sino una primera diferencia protectora entre los
dos grupos. En cuanto a la proteccién renal, otros autores han mostrado dafio
renal en modelos animales diabéticos (Wang etal. 2010), pero nuestros
resultados no mostraron esta alteracion. Es probable que dicha complicacion
aparezca en tiempos mas largos. De hecho, trabajos como el realizado por Wang
et al. indican dafos renales en conejos diabéticos a las 12 semanas de la
induccién con aloxano, y la recuperacion de los efectos adversos tras el

tratamiento con Resv (Wang et al. 2019).
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Una vez comprobada tanto la seguridad del compuesto, como su
liberacion en el organismo animal, nos centramos en estudiar el efecto protector
biolégico del Pter en condiciones hiperglucémicas. En esta linea, las primeras
aproximaciones se realizaron en ensayos in vitro sobre poblaciones celulares de
la retina como son las HREC y HRP. Los resultados mostraron que la incubacién
de ambos tipos celulares en medio HG inducia un claro efecto citotoxico tanto a
las 24 h'y como a las 48 h. En cambio, en estos mismos medios, la presencia de
Pter impidid el brusco descenso celular (Figura 31, 32). En las células HREC
puede observarse como, a las 24 h de incubacion, el estilbeno normaliza el
namero de células respecto la condicion control. A 48 h se observa el efecto
protector, aunque no llega a igualar la viabilidad de la condicién control en la
concentracién mas baja ensayada. Para el caso de las células HRP, a pesar de
existir una mejora respecto a la condicion HG, el Pter solo normalizé el nimero
de células a valores del control en la condicion de 5 uM tras 24 h de incubacion.
Las diferencias observadas en la respuesta de ambas lineas celulares pueden ser
explicadas por una diferente sensibilidad al polifenol y su capacidad celular de
metabolizar el Pter. La sensibilidad al Pter no es siempre la misma y es
dependiente del tipo celular (Rodriguez 2014). El grado de metabolizacion del
Pter ha sido estudiado en diferentes poblaciones de células como las A375
(células de melanoma), A549 (células del epitelio alveolar), MCF7 (células
epiteliales de cancer mama) o HT29 (células de carcinoma de colon), y se
comprobd que su efecto antitumoral dependia de la capacidad de cada tipo
celular para metabolizar el polifenol (Rodriguez 2014). Las actividades
fisiologicas de sulfatasa y glucuronidasa presentes en diferentes tejidos
contribuyen a la farmacocinética y biodisponibilidad de los polifenoles (Kroon
et al. 2004). La glucuronidacion esta mediada por UDP-glucuronosiltransferasas
(UGT), donde se han identificado maltiples variantes, representando la principal
via de aclaramiento para la mayoria de los polifenoles (Wu et al. 2011). Cuanto

maés lento es el metabolismo, mayor es el tiempo en el que el Pter puede actuar.
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De esta manera las HRP metabolizarian mas rapidamente el Pter que las HREC,
con lo cual, los efectos protectores son mas limitados que para las HREC. Al
prolongar el tiempo de cultivo, las concentraciones de Pter del medio comienzan
a agotarse, empezando por las que se encuentran en menor concentracion (2,5
uM), y, por consiguiente, su efecto protector desaparece, lo cual queda reflejado

en el menor nimero de células obtenido en los contajes (Figura 31, 32).

En cuanto al estudio in vivo, hemos comprobado varias alteraciones
macroscépicas retinianas, entre ellas una afeccién vascular. La DM deteriora
progresivamente las estructuras microvasculares retinianas, signo caracteristico
del desarrollo de las etapas mas avanzadas de la RD (Cheung, Mitchell, y Wong
2010). Entre las alteraciones vasculares de la RD, la tortuosidad de los vasos
retinianos se ha sugerido como un marcador temprano de cambios
hemodinamicos y de su progresion (Sasongko et al. 2011). Se ha comprobado
como la tortuosidad vascular evaluada a través de imagenes tomadas por
fotografias de fondo de ojo (Cheung et al. 2012; Sasongko et al. 2016), muestra
una tendencia creciente a medida que la gravedad de la RD aumenta en la RDNP
(Lee etal. 2018). En los resultados presentados en el presente trabajo puede
observarse como la diabetes aumenta la tortuosidad en los vasos sanguineos
pertenecientes a las retinas de conejos diabéticos (Figura 35, 36). La DM induce
la disfuncion del endotelio y los pericitos, y eventualmente interrumpe la
autorregulacion del cambio de presion hidrostatica (Curtis, Gardiner, y Stitt
2009). Esta pared vascular inestable puede ser vulnerable a la fluctuacién del
flujo sanguineo y volverse tortuosa. Ademas, el aumento VEGF debido al
entorno isquémico puede inducir la tortuosidad del vaso (Hartnett et al. 2008).
El cambio tortuoso puede ser el resultado de una adaptacion para compensar la
mala perfusion al intentar aumentar el area de superficie y mejorar el suministro
de oxigeno (Lee et al. 2018). El Pter genera un efecto protector en este &mbito,
siendo capaz de impedir estos cambios al mejorar el estado de los vasos y evitar

que aparezcan modificaciones tortuosas (Figura 35, 36).
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La muerte celular es otra de las alteraciones presentes en las retinas
diabéticas. La aparicion de apoptosis en las células ganglionares de la retina se
ha observado en las neurorretinas de los pacientes diabéticos en las primeras
etapas de la enfermedad, independientemente de la duracion o de la aparicién del
dafo fenotipico mediante el uso de la tomografia de coherencia Optica de
dominio espectral (van Dijk et al. 2010; El-Fayoumi et al. 2016). En el modelo
experimental utilizado, el incremento de muerte celular puede apreciarse en la
Figura 37, donde las retinas diabéticas presentan un claro aumento en los niveles
de apoptosis. Ademas, podemos observar como el tratamiento con Pter es capaz
de reducir de forma eficaz el dafio retiniano inducido por la hiperglucemia

disminuyendo el nimero de nicleos TUNEL-positivos.

Paralelamente a la apoptosis celular en la retina, la diabetes también
desencadena procesos inflamatorios (Wang y Lo 2018). ERK1/2 juega un papel
clave en el desarrollo de la RD al regular al alza la inflamacion cronica de la
retina (Zhang et al. 2019). Las proteinas ERK1/2 pertenecen a una conocida
familia de quinasas activadas por mitégenos implicadas en procesos patoldgicos
y fisioldgicos, incluido el metabolismo, la supervivencia celular, la proliferacion,
la motilidad y la inflamacién (Sun y Nan 2017). De acuerdo con otros estudios,
nuestros resultados demuestran que ERK1/2 se activa bajo hiperglucemia (Yu
et al. 2016; Zhang et al. 2019) y que el tratamiento con Pter alivia la respuesta
inflamatoria al reducir la fosforilacion de ERK1/2; resultados que quedan

reflejados mediante western blot en la Figura 38 (Yao et al. 2018).

En situacion hiperglucémica, el estrés oxidativo, como el generado por
el H,O,, se ha mostrado como causa de neurotoxicidad retiniana (C. Zhang et al.
2018). Nuestros resultados muestran un aumento en la produccion de H,O, tanto
in vitro (Figura 39, A), como in vivo en las retinas de nuestros animales (Figura
39 B). Ademas, el polifenol disminuyd la produccién de H,O;in vitro (Figura 39

A) e invivo (Figura 39 B) inducida por niveles altos de glucosa. Esta reduccion
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en la citotoxicidad del H,O, y apoptosis ha sido observada anteriormente en otros
modelos celulares como las células HepG2, una linea celular de cancer de higado
(Fan etal. 2018). Como ya hemos mencionado con anterioridad, la
administracion de Pter no cura la diabetes inducida, siendo solo capaz de
reducirla en la semana final del estudio sin lograr valores control, por lo que
cualquier efecto beneficioso debe atribuirse a un efecto directo del Pter sobre la

retina y no a una remision del dafio pancreatico.

Conociendo la importancia etiologica del estrés oxidativo en el
desarrollo de la RD y, con el fin de profundizar en los mecanismos antioxidantes

del Pter, analizamos el dafio lipidico y proteico.

El aumento de los productos de la peroxidacion lipidica se ha asociado
con enfermedades neurodegenerativas (Signorini etal. 2018), y existe una
evidencia creciente sobre su importancia como mediadores en el desarrollo de
neovascularizacion en la RD (Li etal. 2014). En el presente trabajo queda
demostrado como el Pter es capaz de reducir significativamente los niveles de 4-
HNE en los conejos diebéticos tratados (Figura 42). EI 4-HNE es un producto
final no enzimético de la peroxidacion de AGPI como el &cido linoleico y el AA
(Tanito y Anderson 2009). La reduccion de los niveles inducida por el
tratamiento con Pter tienen claros beneficios, pues la alta reactividad del 4-HNE
puede, por ejemplo, inhibir la sintesis de proteinas, ARN y ADN, pudiendo

inducir la muerte celular (Csala et al. 2015).

El papel de la peroxidacion lipidica en la RD ha sido ampliamente
estudiado (Njie-Mbye et al. 2013; Tangvarasittichai y Tangvarasittichai 2018),
pero de manera general, centrandose en un nimero limitado de productos como
el MDA o 4-HNE. Para un analisis mas exaustivo, en este trabajo se han
ampliado los componentes estudiados, clasificandolos segun el lipido
modificado del que proceden. Asi pues, estudiamos un grupo de productos

derivados de la oxidaciéon del AA, acido docosahexaenoico (DHA) y acido
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adrénico (AdA) (Figura 27), que son los &cidos grasos méas abundantes de la
retina (Liu et al. 2010). Los andlisis de espectrometria de masas mostraron que
la peroxidacién de lipidos en las retinas de conejos diabéticos aumentd los
niveles de: PGE;, PGF2,, 1S0Ps 8-is0-PGE,, 8-i50-15-keto-PGF, y 8-is0-15-(R)-
PGFy, 17-Fx-dihomo-IsoP, Ent-7(RS)-7-Fx-dihomo-IsoP,  17-epi-17Fx-
dihomo-IsoP, 17(RS)10-epi-SC-A-11-dihomo-IsoF, 10-epi-10-F4-NeuroP,
4(RS)-F4-NeuroP, y 14(RS)-14-F4-NeuroP (Figura 43). La accion del polifenol
Pter logrd restaurar los niveles de los conejos diabéticos a valores del grupo
control (Figura 43). Las prostaglandinas como la PGE; y la PGF,, son
mediadores inflamatorios sintetizados a partir del AA por la enzima
ciclooxigenasa (COX), asociados a vasoconstriccién retiniana, disrupcion de la
BRB, produccion de VEGF, aumento de la vasodilatacion, migracion de
leucocitos y aumento de la produccion de citocinas proinflamatorias (Kim et al.
2010; Schoenberger et al. 2012; Wang, Hsiao, y Al-Shabrawey 2020). 8-iso-15-
keto-PGF,, es un metabolito del 8-iso-PGF,, un producto similar a las
prostaglandinas producido por la peroxidacién no enzimatica del AA en
fosfolipidos de membrana (Morrow et al. 1990) con efectos vasoconstrictores de
manera dependiente a la concentracion en la aorta de rata (Cracowski et al.
2002). 8-is0-PGE_, isoprostano derivado del AA durante la peroxidacion lipidica
(Morrow et al. 1994), también tiene efectos vasoconstrictores renales en ratas
(Longmire, Roberts, y Morrow 1994). Ent-7(RS)-7-Fx-dihomo-IsoP, 17-epi-
17Fx-dihomo-IsoP, 17-Fx-dihomo-IsoP formados por un mecanismo no
enzimatico de radicales libres a partir del AdA (VanRollins et al. 2008) y 10-
epi-10-F4-NeuroP, 4(RS)-Fax-NeuroP, y 14(RS)-14-F4-NeuroP producidos a
partir del DHA (Roberts et al. 1998), se han utilizado como biomarcadores de
estrés oxidativo en enfermedades neurodegenerativas (Garcia-Flores et al. 2017;
Pefia-Bautista et al. 2019, 2020). Por tanto, si bien es necesario realizar mas
investigaciones para esclarecer la accion fisiopatoldgica que desencadenan estos

derivados de AGPI en la RD, como bién se muestra en la Figura 43, el Pter
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consigue normalizar los niveles de casi todos los analitos estudiados en las
retinas de conejos diabéticos contribuyendo a proteger y evitar la aparicion de
los primeros signos de RD como la muerte de células neuronales derivada del

estrés oxidativo.

Ademaés, se analizaron las cantidades totales de isoprostanos,
neuroprostanos, neurofuranos e isofuranos. La oxidacion del DHA y la
produccién de neuroprostanos/neurofuranos ocurren principalmente en la
materia gris del cerebro y la retina (Milne, Musiek, y Morrow 2005; Van’t Erve
et al. 2016), y los di-homo-isoprostanos/di-homo-isofuranos de la oxidacion del
AdA se encuentran en la materia blanca del cerebro y retina (Fessel et al. 2002;
de la Torre etal. 2015; VanRollins etal. 2008). La presencia de estos
compuestos fue claramente menor en las retinas tratadas en comparacion con la
subida experimentada en las diabéticas (Figura 43 A). Aungue no se ha estudiado
en profundidad, el DHA y el AdA se han considerado marcadores tisulares
especificos de dafio oxidativo en trastornos neuroldgicos como el sindrome de
Rett, el sindrome de Down, la epilepsia, la enfermedad de Alzheimer, y la
degeneracion macular relacionada con la edad (de La Torre et al. 2014; Signorini
et al. 2018).

La susceptibilidad de la retina al estrés oxidativo debido a la alta
concentracion de AGPI no solo afecta a los lipidos, las proteinas también
muestran una alta reactividad ante estos sucesos, por lo que sus modificaciones
pueden convertirlas en citotoxicas por accién de ROS y RNS, contribuyendo asi
al desarrollo de RD. En este entorno oxidativo, los radicales OH" pueden oxidar
el anillo bencilico del amino&cido Phe, y producir isomeros anormales de Tyr
como la m-Tyr. La elevacion en la concentracion de m-Tyr se ha utilizado como
un marcador bioldgico de estrés oxidativo, pero, ademas, la evidencia emergente
demuestra como este isomero es capaz de producir efectos adversos en las células

y tejidos de forma directa al interrumpir la homeostasis celular y contribuir a la
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patogénesis de la enfermedad (Ipson y Fisher 2016). En la Figura 40 queda
patente este aumento de m-Tyr en los animales diabéticos con respecto al control.
El incremento de m-Tyr coincide con lo descrito previamente en estudios de
diabetes en rata (Pennathur et al. 2005). La administracion de Pter permiti
disminuir de forma eficaz la oxidacién de estos residuos de Tyr, ejerciendo asi
una proteccion antioxidante sobre las proteinas (Figura 40 B). Efectos similares
han sido reflejados en humanos, donde la administracion de otro polifenol como
el resveratrol también fue capaz de disminuir la m-Tyr en DM2 (Brasnyo et al.
2011).

La m-Tyr no fue el Gnico parametro analizado. También se mostro
atencion a los posibles cambios en la 3-NO-Tyr y 3CI-Tyr. La formacién de 3-

NO-Tyr comienza con la reaccion entre el ‘“NO y O~ para generar ONOO". Esta

reaccion es seguida por la nitracion de residuos de p-Tyr por ONOO" para
generar 3-NO-Tyr, causando a menudo estrés nitrosativo (Radi 2018). La 3-NO-
Tyr se ha identificado como un indicador de dafio celular e inflamacion (Ceriello
2002; Darwish, Amiridze, y Aarabi 2007). Su produccion in vivo se ha detectado
en un gran numero de condiciones patoldgicas y se considera un marcador de
estrés nitrosativo (Nag et al. 2019). Los niveles de 3-NO-Tyr se elevan en el
tejido de la retina de ratas expuestas a hiperglucemia prolongada (Kowluru
2003). De igual forma, en nuestro modelo de diabetes encontramos
incrementados los niveles de 3-NO-Tyr en las retinas de conejos diabéticos,
mostrando como el Pter impide que esto ocurra en los conejos tratados (Figura
40 A). Asimismo, la administracion del polifenol impide que las retinas tratadas
eleven su concentracion en 3CI-Tyr, como ocurre en las diabéticas que no han
sido tratadas (Figura 40 C). Este compuesto es un marcador oxidante bien
establecido producido durante la reaccién entre el HCIO con las cadenas de Tyr

(Pattison, Davies, y Hawkins 2012), por lo que su reduccion mediante el

149



tratamiento con Pter indica una nueva prevencion de dafio frente a las

modificaciones proteicas.

Para arrojar ain mas evidencia sobre la proteccién antioxidante que
ejerce el polifenol Pter sobre el dafio a las proteinas, ademas de las
modificaciones en los residuos de tirosinas, se complementd el estudio oxidativo
con la determinacion de los niveles de proteinas carboniladas. Gran cantidad de
trabajos utilizan la carbonilacion de proteinas para reflejar la gravedad de la
diabetes y sus complicaciones (Cakatay 2005; Pan et al. 2008; Ramakrishna y
Jailkhani 2007). Existe una correlacién positiva entre la carbonilacion de
proteinas y la gravedad clinica de la RD. Por ejemplo, en comparacién con
individuos sanos, los pacientes diabéticos han aumentado significativamente los
niveles de proteinas carboniladas, y a su vez, los pacientes con RD muestran un
mayor nivel que en los pacientes diabéticos sin RD (Margetis et al. 2009; Pan
et al. 2008). En la linea de estos hechos, se indica en la Figura 41 como los
conejos diabéticos encontraban los niveles de carbonilacion proteica aumentados
respecto a los animales no diabéticos, y como el tratamiento con Pter impidi6 el

incremento observado en las retinas diabéticas.

Ademas de evitar el dafio oxidativo de proteinas y lipidos retinianos
inducidos por la hiperglucemia, la administracion diaria de Pter mejoro el estado
redox general de los animales diabéticos (Figura 45). Antes de profundizar en la
parte in vivo, previamente se exploraron los efectos del Pter in vitro respecto a
los niveles de GSH, como indicativo de un buen estado antioxidante frente al
ataque oxidativo inducido por elevadas concentraciones de glucosa. Los niveles
de GSH en las células HREC estaban disminuidos al incubar las células en un
medio con HG. Sin embargo, la adicion de Pter en sus distintas concentraciones
de 2,5 y 5 uM, aumentaron las cantidades de GSH en estas células (Figura 44).
Esta respuesta celular pudo observarse tanto a 24 como a 48 h. Nuestros

resultados estan en linea con otros estudios en los que utilizando células
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ganglionares de rata o células del EPR humano (ARPE-19), el uso de compuestos
polifenolicos flavonoides como el eriodictiol o la diosmina, respectivamente, son
capaces de aumentar los niveles de GSH en medios HG (Lv et al. 2019). Sin
embargo, los niveles de GSH de una forma aislada no es un buen indicador del
estatus redox. Esto se debe a que el GSH puede tanto biosisintetizarse, como
obtenerse del reciclado de GSSG, mientras que el GSSG solo se deriva de GSH.
Es por ello, que conjuntamente a los valores del tiol, hay que considerar los
niveles de GSSG, de esta forma es mas apropiado el estudio del estatus redox a
través del ratio GSH/GSSG (Go y Jones 2013). Los niveles de GSH de las retinas
de los animales diabéticos no presentaron diferencias significativas con respecto
a los valores obtenidos del tiol en los conejos diabéticos tratados con el polifenol
(Figura 45 A). Sin embargo, los niveles de GSSG de los animales tratados se
vieron significativamente disminuidos con respecto a los animales diabéticos
(Figura 45 B). De este modo, el anélisis del ratio GHH/GSSG muestra que los
animales diabéticos tratados con Pter presentan una mejoria evidente en el
estatus redox de las retinas (Figura 45 C) y refuerzan el caracter retinoprotector

de este polifenol.

La explicacion a esta proteccion en la que aparentemente los niveles de
GSH no experimentan cambios, puede deberse a su tasa de
produccion/oxidacion. El aumento en los niveles de GSSG sin cambios en los de
GSH, hace pensar a que la sintesis del tripéptido se encuentra incrementada, pero
debido a la exposicién a un intenso ambiente oxidativo, la velocidad a la que se
oxida es mayor. Para confirmar esto nos fijamos en un precursor de GSH, la y-
Glu-Cys, compuesto formado tras el primer paso limitante en la sintesis de GSH,
cuyos niveles en los diabéticos eran significativamente inferiores a los otros dos
grupos que se encontraban inalterados (Figura 46 A), lo que parece indicar la
rapidez con la que est& siendo utilizado en la produccion de GSH. Ademas, la
expresion de la subunidad catalitica de la enzima GCL (glutamato-cisteina

ligasa) (GCLC) y moduladora (GCLM) que participan en su sintesis, también
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parecen ir en la direccion de esta teoria. La expresion de GCLC en el caso de los
conejos diabéticos esta notablemente aumentada (Figura 46 B). Ademaés, tanto
la GCLC como la GCLM se encuentran signifivativamente disminuidas en las
retinas de los animales tratados al compararlas con el grupo diabético (Figura 46
C).

El tratamiento con Pter no solo mejoré la relacion GSH/GSSG, sino que
también particip6 en la recuperacion de las principales actividades enzimaticas
antioxidantes: CAT, SOD y GPx en retinas de conejo diabético (Figura 47). La
actividad de estas enzimas se ha visto disminuida en modelos de diabetes in vitro
(Liu et al. 2014), en modelos animales (Jelodar et al. 2020; Zhang et al. 2020) y
estudios en humanos (Haskins et al. 2003; Kowluru y Kennedy 2001). La
disminucion en estas defensas antioxidantes enzimaticas aumenta la
vulnerabilidad ante el ataque oxidativo/nitrosativo que acompafia a la
hiperglucemiay, predispone a la retina al desarrollo de RD. Es aqui donde cobra
relevancia el efecto de incrementar las defensas antioxidantes unido a la

administracion de Pter, conforme hemos visto en nuestros resultados.

El aumento de las defensas antioxidantes desencadenado por el
tratamiento con Pter es el encargado de eliminar los efectos citotdxicos descritos
en la hiperglucemia. Pero el verdadero factor impulsor en la defensa y
desencadenante de los todos estos efectos protectores se encuentra ligado a la
actividad del factor de transcripcion NRF2, uno de los principales reguladores

de la homeostasis redox y una atractiva diana terapéutica (Nakagami 2016).

La capacidad antioxidante del Pter ha sido demostrada previamente en
diferentes modelos experimentales (Bhakkiyalakshmi et al. 2014; Kosuru et al.
2018), ademas de presentar la facultad de activar NRF2 (Yang et al. 2017). En
condiciones fisioldgicas, NRF2 se encuentra principalmente en el citosol,
secuestrado por la proteina KEAP1 (proteina 1 asociada a ECH tipo Kealch), la

cual facilita su ubiquitinacién y degradacion al presentarlo al complejo
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Cullin3/RING para su degradacion por el proteasoma 26S (Lee y Johnson 2004).
Ante un estimulo activador, NRF2 se transloca al nlcleo, se une a secuencias de
elemento de respuesta antioxidante (ARE) y aumenta la expresion de genes
desintoxicantes y antioxidantes de fase Il como: la hemooxigenasa 1 (HO-1),
NQOL, tiorredoxina reductasa (TrxR), peroxiredoxinas (Prxs), SOD, CAT, GPx,
GSH reductasa (GR), GSH S-transferasa (GST) y GCL (Robledinos-Antén et al.
2019; Shaw y Chattopadhyay 2020). Diferentes estudios in vitro e in vivo
confirman estos efectos. Por ejemplo, la inhibicion de NRF2 reduce la expresion
génica antioxidante y exacerba el estrés oxidativo inducido por H,O; en la linea
celular humana gliar de Muller MIO-M1 (Xu et al. 2014). Asi mismo se ha
demostrado que ratones diabéticos y Knockout para NRF2, presentan un aumento

en los niveles de O> ~ y una disfuncion de la BRB con agravamiento de la

disfuncion neuronal (Xu et al. 2014).

Con el fin de validar la capacidad del Pter para activar la translocacion
de NRF2 al ndcleo y proporcionar una mejor defensa antioxidante, decidimos
realizar ensayos in vitro utilizando células HREC. El tratamiento con el estilbeno
promovi6 la méaxima translocacion de NRF2 al nlcleo en HREC después de 6 h
de incubacion (Figura 48), quedando reflejada su accion al aumentar la expresion
del gen NQOL1 (Figura 50). Ademas, in vivo, la activacion de NRF2 aument6 los

niveles de proteina de NQOL1 en los animales tratados (Figura 51).

Descritos los efectos del Pter, nos propusimos estudiar el mecanismo
molecular subyacente, proporcionando evidencia sobre su via de accion y de las
posibles implicaciones futuras que ello podria tener. Como hemos mencionado
mas arriba, la actividad de NRF2 se encuentra mediada por KEAP1, pero
ademas, NRF2 también se encuentra regulado por otro mecanismo que implica
a GSK3B, el cual lo fosforila y posibilita su reclutamiento por la caja
Cullin/RING para la degradacion ubiquitina-proteasoma (Robledinos-Anton

etal. 2019; Shaw y Chattopadhyay 2020). Los experimentos in vitro
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(Bhakkiyalakshmi et al. 2016; ZW. Chen et al. 2018) e in vivo (Ullah et al. 2019)
han demostrado la capacidad de Pter para activar NRF2 a través de la liberacion
de KEAPL, sin embargo, todavia no se conoce si puede hacerlo mediante
GSK3p.

GSK3o y GSK3p se encuentran en un estado inactivo debido a la
fosforilacién mediada por AKT. AKT fosforila una gran variedad de sustratos
proteicos, incluidas las ligasas de ubiquitina E2, factores de transcripcion,
quinasas de proteinas y lipidos, enzimas metabdlicas, etc., lo que demuestra que
la funcion principal de AKT no es solo regular un proceso fisiologico, sino
controlar multiples funciones. De hecho, la inhibicién de GSK3 por fosforilacion
de AKT es indicativo de la regulacion de factores de transcripcion como NRF2
(Manning y Toker 2017). Numerosos estudios hacen referencia a que AKT esta
involucrada en la via de sefializacion del antioxidante PI3K y que la via
molecular de activacion de PI3K/AKT/GSK3B/NRF2 es un poderoso protector
contra el dafio oxidativo (Padiya et al. 2014; Yu et al. 2018). De acuerdo con
estos trabajos, observamos que el Pter aumento la expresion de NQO1 en HREC,
un evento posterior de la activacion de NRF2, y que dicha activacion fue
revertida por inhibidores de PI3K (BEZ235) y GSK3p (LiCl) (Figura 50).
Ademas, hemos detectado la activacion de la via PI3K/AKT/GSK3B/NRF2 con
el tratamiento con Pter en retinas de conejo diabético (Figura 49). Por lo tanto,
nuestros hallazgos indican que el Pter es un activador de NRF2 a través de la
modulacion de la via PI3K/AKT/GSK3, siendo capaz de prevenir los primeros

cambios moleculares asociados con el desarrollo de RD.

En un intento por descubrir el origen por el cual el Pter inicia toda esta
cascada antioxidante, se propone GLP1R como primer punto de interaccion
aguas arriba. En los ultimos afios, los agonistas de GLP1R han surgido como
tratamientos eficaces y seguros para la DM2 y se han incorporado a las

directrices clinicas de la Asociacion Americana de la Diabetes y la Asociacién
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Europea para el Estudio de la Diabetes (Simé y Hernandez 2017). Los estudios
in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de GLP1 para proteger las
neuronas de la agregacion del péptido B-amiloide y contra los productos finales
de glicacion avanzada (Chen etal. 2014). También es capaz de reducir la
hiperfosforilacion de la proteina Tau regulando GSK3p (Duka et al. 2009).
Ademas, se piensa que el mecanismo de accién de GLP1 implica la activacion
de la via de sefializacion PISK/AKT, que es capaz de fosforilar e inactivar
GSK3p (Rowlands et al. 2018). De este modo, mediante el uso de la linea celular
HEK293 GLP1R Nomad, demostramos que el Pter es un agonista eficaz de
GLP1R al inducir la formacion de AMPc capaz de modular los mecanismos
protectores antioxidantes. Para ello se usé como control positivo exendina 4, un
agonista de GLP1R que comparte 53% de la secuencia de aminoacidos da GLP1,
lo que le permite estimular la liberacion de AMPc y mostrar acciones bioldgicas
similares a GLP1 (Teramoto et al. 2011). El incremento de AMPc que produjo
la exendina 4 era igualmente producido por el Pter, es por ello que proponemos
al Pter como un agonista de GLP1R (Figura 52). La accién del Pter sobre GLP1R
desencadend la activacion de NRF2 reflejada en la expresion final de la sefial en
NQO1 (Figura 52 B). La incubacion con exendina 9, un antagonista de GLP1R
capaz de inhibir la produccién de AMPc (Thorens et al. 1993), bloqueé la
acumulacién de AMPc tanto por parte de la exendina 4 como del Pter (Figura
52), e inhibid la expresion de ARNm de NQO1 en HREC inducida por Pter
(Figura 50). Esta activacion/inhibicion confirma la implicacion del polifenol en
la repuesta desencadenada tras su interaccion con GLP1R al desencadenar la
activacion de NRF2, reflejada en la expresion final de la sefial en NQO1 (Figura
50). De esta manera queda definida la posible via molecular asociada al efecto

antioxidante del Pter en la RD (Figura 54).

La inmunofluorescencia sobre las retinas de conejo revel6 que la
exposicion al Pter durante las 6 semanas generaba un aumento en la presencia de

GLP1R retiniano (Figura 53). Esto permite hipotetizar sobre la existencia de un

155



mecanismo de retroalimentacién positiva subyacente al Pter, en el que el efecto
antioxidante del polifenol tiende a potenciarse con la sintesis de mas GLP1R, el
cual potenciaria el efecto del Pter. Sin embargo, se necesitan mas estudios para
comprender la importancia y beneficio de modulacién de GLP1R con Pter, asi
como sus efectos sobre la via PI3K/AKT/GSK3B/NRF2 en el tratamiento de la
RD.

N
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Figura 54. Ruta molecular de accion del Pter.
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CONCLUSIONES







1. La fosforilacion del polifenol natural Pter aumenta su solubilidad en
agua, no altera su actividad biolégica y facilita su administracion repetida en

modelos de experimentacion animal.

2. Este trabajo demuestra por primera vez en estudios in vivo, que el dafio
neuro-vascular retiniano temprano causado por la hiperglucemia, reflejado en el
namero de células ganglionares apoptdticas y en la tortuosidad vascular retiniana
respectivamente, puede prevenirse mediante el uso de concentraciones no
toxicas y biodisponibles de Pter, disminuyendo asi el riesgo potencial de

desarrollar RD.

3. El Pter presenta una potente actividad antioxidante capaz de
amortiguar el dafio oxidativo inducido por la hiperglucemia crénica en lipidos y
proteinas. Esto queda reflejado en la disminucion de los niveles de isoprostanos,
4-HNE, tirosinas y proteinas carboniladas de las muestras procedentes de
animales diabéticos tratados con el polifenol.

4. El efecto protector del Pter ante el dafio oxidativo es ejercido por el
incremento en las actividades de las principales enzimas antioxidantes, frente a
la disminucidn en éstas que provoca la diabetes, junto a la mejoria del estado
redox, con un ratio GSH/GSSG mas favorable y menores niveles de H,O; tanto

in vivo como in vitro.

5. Lavia molecular PI3BK/AKT/GSK3B/NRF2 juega un papel critico en
la proteccidn del Pter contra ROS/RNS en la diabetes después de que el polifenol
aumente los niveles de fosforilacion y active la ruta de accién. Esta desemboca
en la translocacion de NRF2 al nucleo y la expresion de los diferentes elementos
de respuesta antioxidantes responsables del efecto preventivo en la aparicion de
RD.

6. Se muestra al Pter como un agonista de la proteina de membrana

GLPI1R, y se sugiere a esta como posible estimulante de la via molecular

159



PISK/AKT/GSK3(/NRF2 tras aumentar los niveles de NQOL1, diana de NRF2.
Ademas, el Pter incrementa la presencia de GLP1R en retina, con lo que la
relacién del estilbeno con este receptor puede ser mas estrecha de cara a

investigaciones futuras en el tratamiento de la RD.
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ANEXO







%GENERALITAT
& VALENCIANA

DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

Unidén Europea

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2016/VSC/PEA/00198

Vista la solicitud realizada en fecha 18/10/16 con n° reg. entrada 23045 por D/D?. Pilar Campins
Falcé, Vicerrectora de Investigacion y Politica Cientifica, centro usuario ES460780001001, para
realizar el procedimiento:

“Efectos retinoprotectores del pterostilbeno en diabetes tipo I.”

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5 y6,y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:

la realizacion de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2016/VSC/PEA/00198 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el nimero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Universitat de Valencia

Responsable del proyecto: Angel Luis Ortega Valero

Establecimiento: Seccién de Produccion Animal SCIE-Campus Burjassot

Necesidad de evaluacion restrospectiva:

Condiciones especificas:

Observaciones:

mbre de 2016

gricultura, Ganaderia y Pesca
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