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Resumo

A Diabetes Mellitus (DM) ¢é uma patologia metabdlica caracterizada pela hiperglicémia
cronica devido a defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina.

Pelo facto de ser uma patologia multiorganica apresenta multiplas complicacbes associadas,
particularmente a retinopatia diabética, que afeta cerca de um terco dos diabéticos, e que
constitui nos dias de hoje a causa mais comum de cegueira na populacéo ativa.

Comumente classificada como uma complicacdo microvascular da diabetes, atualmente, pode
também ser classificada como complicacdo neuroldgica devido a lesdo que ocorre em
multiplos elementos neuronais retinianos.

A neurodegeneracdo € um evento precoce na patogénese da RD, pelo que serd de maior
importancia o desvendar dos mecanismos que contribuem para a apoptose neuronal de modo
a que se desenvolvam novas estratégias terapéuticas que possam atuar em fases mais precoces
da RD.

Nesta revisdo é comentado como é que os distdrbios metabdlicos associados a diabetes,
nomeadamente as vias metabolicas que sdo ativadas pela hiperglicémia, como sejam, a via do
poliol e da hexosamina, a sintese de novo de diacilglicerol, proteina cinase C, a producdo de
radicais livres e de produtos finais de glicosilacdo avancada podem contribuir para o processo
neurodegenerativo da retina durante a diabetes.

Em relacdo a neurodegeneracdo propriamente dita € aqui enfatizado o papel da apoptose
neuronal e da disfuncdo glial, bem como a desregulacdo do metabolismo do glutamato, do
stress oxidativo, o papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona bem como a perda de
fatores de neuroproteccao.

Potenciais alvos terapéuticos, com base nestas vias fisiopatologicas da RD, também sdo aqui
discutidas.

Palavras-Chave: Retinopatia Diabética, Neurodegeneracdo, Neuroprotecgdo, Hiperglicémia,

Patogénese



Abstract

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by chronic hyperglycemia due
to defects in secretion and / or insulin action.

Because it is a multi-organ disease has many associated complications, particularly diabetic
retinopathy, which affects about a third of diabetic patients, which is nowadays the most
common cause of blindness in working population.

Commonly classified as a microvascular complication of diabetes, currently, it can also be
classified as a neurological complication due to the injury that occurs in multiple retinal
neuronal elements.

Neurodegeneration is an early event in the pathogenesis of RD, so is critical to unravel the
mechanisms that contribute to neuronal apoptosis so that the development of new therapeutic
strategies that may act in the early stages of RD is possible

In this review we comment how the metabolic disorders associated with diabetes, including
the metabolic pathways that are activated by hyperglycemia, such as pathway of the polyol
and hexosamine, the diacylglycerol the novo synthesis, protein kinase C, the production of
free oxygen radicals and advanced glycosylation end products may contribute to the
neurodegenerative process of the retina during the diabetes.

Regarding neurodegeneration itself here we emphasized the role of neuronal apoptosis and
glial dysfunction, the deregulation of metabolism of glutamate, the oxidative stress, the role of
the renin angiotensin aldosterone system and the loss of neuroprotective factors.

Potential therapeutic targets, based on these pathophysiological pathways of RD, are also
discussed here.

Key Words: Diabetic Retinopathy, Neurodegeneration, Neuroprotection, Hyperglycemia,

Pathogenesis



Lista de Acronimos

AR- Aldose Redutase

AGE- Produtos Terminais de Glicosilacdo Avancada
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PARP- Poli (ADP-ribose) Polimerase

PKC- Proteina Quinase C
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ROS- Espécies Reativas de Oxigénio

RD- Retinopatia Diabética
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Ras-MAPK- Via Ras Mitogénica da Proteina Quinase Ativada
SST- Somatostatina

SD-OCT- Tomografia De Coeréncia Otica Spectral Domain
TNF-a- Fator de Necrose Tumoral alfa

VEGF- Fator de Crescimento do Endotélio VVascular



1. Introducéo

A Diabetes Mellitus é uma patologia metabdlica caracterizada pela hiperglicémia cronica
devido a defeitos na secrecdo e/ou acao da insulina.(1)
Pelo facto de ser uma patologia multiorganica apresenta multiplas complicacbes associadas,
particularmente a retinopatia diabética, que afeta cerca de um terco dos diabéticos, e que
constitui nos dias de hoje a causa mais comum de cegueira na populacéo ativa.(2)
Estima-se que a DM afete, atualmente, cerca de 382 milhdes de pessoas e que em 2035 esse
numero aumentara para os 592 milhdes(3), e sendo a retinopatia diabética a complicacdo mais
frequente da diabetes esta constituird um enorme fardo socioeconémico para 0s servicos de
cuidados de saude a nivel mundial.(4)
Apesar da retinopatia diabética ser classicamente descrita como uma patologia microvascular,
evidéncias recentes sugerem que a sua fisiopatologia envolve alteracdes em todos o0s
elementos celulares da retina, incluindo células do endotélio vascular e pericitos; células da
glia (macroglia e microglia); e neurdnios, incluindo fotorreceptores, células bipolares, células
amacrinas, e ganglionares, sendo que o dano nestes grupos celulares sugere que a RD possa
ser também classificada como uma patologia neurodegenerativa.(5)
Tendo em conta que alguns estudos apontam para a neurodegenerescéncia como um processo
gue ocorre previamente as alteracdes microvasculares (6)(7) é fundamental desvendar os seus
mecanismos fisiopatoldgicos de modo a poder desenvolver novas abordagens terapéuticas
para fases mais precoces da RD.
O que se pretende nesta revisdo bibliografica é enfatizar o papel da neudegeneracdo na
fisiopatologia da RD, dando particular importancia a apoptose neuronal e a disfuncdo glial
gue esta subjacente a mesma.
Outro aspeto importante na RD é a ativagdo de diversas vias por intermédio da hiperglicémia,
como sejam, a via do poliol, poli(ADP-ribose) polimerase (PARP), da hexosamina, a sintese

de novo de diacilglicerol proteina quinase C (PKC), a producdo de radicais livres e de
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produtos intermediarios de glicosilacdo(8), que poderdo estar implicadas na fisiopatologia

tanto das anomalias microvasculares e neuronais.

O desvendar destes diversos mecanismos fisiopatologicos neurodegenerativos, tera grandes
implicacdes sob o ponto de vista terapéutico e podera conduzir ao desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas para além das utilizadas atualmente, que permitam uma atuacao

numa fase mais precoce da patogénese da retinopatia diabética.
2. Objetivos

Este artigo de revisdo teve como objetivo a exploragdo de diversas vias metabdlicas que
sdo ativadas na retina, durante a histdéria natural da DM e que contribuem para 0 processo

fisiopatolégico da RD, dando particular énfase ao processo neurodegenerativo da mesma.
3.  Materiais e Métodos

Este trabalho consiste numa revisdo bibliografica, tendo como apoio pesquisas realizadas
em bases de dados na Internet, incluindo o Pubmed e ScienceDirect.
A pesquisa realizada nas bases de dados do Pubmed e ScienceDirect foi feita com as
seguintes palavras-chave, na lingua inglesa: Diabetic Retinopathy, Neurodegeneration,
Neuroprotection, Hyperglycemia, Pathogenesis
Foi utilizado um limite temporal dos Gltimos 10 anos. Contudo, outros artigos mais antigos
foram incluidos por constituirem uma referéncia nesta tematica.
A selecdo dos artigos foi feita apds a leitura do titulo e resumo, sendo incluidos aqueles que
abordavam quest@es relevantes para o trabalho. Foram excluidos os artigos que na leitura do
resumo ndo apresentaram relacdo com o tema em questao.
No site da ClinicalKey foi realizada uma pesquisa de livros cientificos na seccdo de
Oftalmologia tendo sido selecionados os livros mais recentes e relevantes.

O intervalo temporal para a recolha de dados foi de Setembro de 2015 a Outubro de 2015.



4.  Vias Metabolicas Ativadas pela Hiperglicémia

A hiperglicémia tem sido geralmente considerada como um fator chave para a ativacao e
desregulacdo de diversas vias metabodlicas que danificam a retina na RD. A nivel celular, as
altas concentracgdes de glucose poderdo aumentar o fluxo de vias glicoliticas e tambeém as vias
de glicosilacdo ndo enzimatica.(8)

As principais alteracbes que contribuem para o processo de neurodegeneracdo da retina

induzidas por estas vias encontram-se sumariadas abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Contribuicao das vias ativas pela hiperglicémia no processo neurodegenerativo da retina

AGE Apoptose via caspase-3 das RGCs e da camada nuclear
externa, gliose reativa, aumento da expressdo de VEGF,
geracdo de ROS

Via Poliol Diminuicdo dos niveis de Glutationa, multiplicagdo de
varios mecanismos de lesdo celular

Poli(ADP-ribose) Aumento do stress oxidativo e apoptose por aumento da
Polimerase caspase-3 e diminuicdo de fatores de neuroproteccao

Via Hexosamina Apoptose de células endoteliais e neuronais da retina
Proteina cinase C Aumenta a expressao do VEGF

4.1 Produtos terminais de glicosilacdo avangada

Devido ao estado cronico de hiperglicémia na diabetes, derivados reativos séo
formados por via ndo enzimatica (reacdo de Maillard) entre acUcares redutores (glucose) e
residuos de amina provenientes de proteinas, lipidos ou acidos nucleicos que passam por uma
série de reacGes complexas (rearranjos, desidratacdes e condensac6es) formando assim grupos
complexos de ligagbes cruzadas a que chamamos de produtos terminais de glicosilacédo

avancada (AGEs).(9)



Na retina diabética os AGEs acumulam-se nas células vasculares, nos neuronios e na
glia.(9)

Alguns estudos (10) demonstraram que os AGEs tém a capacidade de induzir apoptose
(através da ativacdo da caspase-3) em todas as camadas celulares da retina, com particular
predominancia na camada de células ganglionares(11) e na camada nuclear externa. Estes
AGEs também possuem a capacidade de aumentar a expressao da proteina fibrilar acidica da
glia (GFAP) por parte das células de Miiller, sugerindo assim um papel patolégico no que
toca a inducdo da neurodegeneracdo da retina via gliose reativa.(12)(13)

Os AGEs também se acumulam nos pericitos, células fundamentais para manter a
homeostasia microvascular, levando a perda dos mesmos por diversos mecanismos, tais
como, através da interacdo AGE-RAGE que conduz a sua apoptose por intermédio da geracdo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e através da inducédo do fator nuclear kB (NF-xB)(14),
fazendo com que estes aumentem a expressao do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), causando assim a disrupc¢do da barreira hemato-retiniana que conduz ao aumento da
permeabilidade vascular.(9)

Esta interacdo AGE-RAGE também afeta as células endoteliais microvasculares ao
aumentar a transcricdo genética do VEGF através da geracdo de ROS mediada pela NADPH
oxidase e a subsequente ativacdo do NF-kB através da via Ras mitogénica da proteina quinase
ativada (Ras-MAPK).(15)

Outra das agdes dos AGEs a nivel das células do endotélio vascular passa pela
capacidade de induzir a expressdo da Molécula de Adesao Celular Intracelular (ICAM-1) e da
Proteina de Quimioatracdo Monocitaria (MCP-1) através da geracdo intracelular de ROS.(15)

Posto isto o AGE poderdo exercer um papel central no que toca a inflamacéo,

neurodegeneracao e disfuncdo microvascular na RD.



4.2 Via do Poliol /Sorbitol

A via do poliol é uma via de dois passos onde a glucose é reduzida a sorbitol, que
depois é convertido em frutose.

Esta via torna-se ativa quando os niveis intracelulares de glucose estéo elevados.(16)

A Aldose Redutase (AR), a primeira enzima limitadora da via, reduz a glucose a
sorbitol, utilizando NADPH como cofator. O sorbitol € depois metabolizado em frutose
através da sorbitol desidrogenase que utiliza NAD* como co-fator. A utilizacdo de NADPH
pela AR tem como consequéncia a diminuicdo dos niveis de glutationa intracelulares, visto
gue o NADPH é um cofator da glutationa redutase. Sendo a glutationa um importante
antioxidante, a capacidade das células da retina responderem ao stress oxidativo
diminui.(17)(16)

Tanto as células ganglionares da retina, Muller, pericitos vasculares e células
endoteliais sdo afetadas pela ativacao da via do poliol na diabetes.(17)

Pela sua atividade nas ceélulas endoteliais e de Miller esta via pode contribuir
fortemente para a perturbacdo da homeostasia de fluidos que ocorre na retina diabética e para
a apoptose das células endoteliais e pericitos vasculares.(17)

Além disso a ativacdo desta via inicia e multiplica varios mecanismos de lesdo celular
através da ativagdo e interacdo da AR e outros fatores patogénicos tais como a formacéo de
AGEs, ativacdo da via da proteina quinase C, e PARP que pode levar a iniciacdo de

fendmenos inflamatdrios e desequilibrio de fatores de crescimento. (8)(16)
4.3 Ativacéao Poli (ADP-ribose) Polimerase
Uma das consequéncias major do stress oxidativo ¢ a lesdo do DNA. Os altos niveis de

ROS induzem quebras das cadeias DNA, sendo este processo obrigatdrio para a ativacdo da

via Poli (ADP-ribose) polimerase.(18)



A PARP é uma enzima nuclear que regula varios eventos celulares incluindo a
reparacdo do DNA, divisdo e diferenciacdo celular, replicagio do DNA, transformacao,
expressdo e amplificacdo genética, funcdo mitocondrial, e morte celular.(18)

Na diabetes a expressdo desta enzima encontra-se aumentada na camada de celulas
ganglionares e na camada nuclear interna da retina.(18)

Esta ativacdo da PARP mediada pela diabetes tem como consequéncias o aumento do
stress oxidativo, da caspase-3, e a diminuicdo de alguns fatores de neuroproteccdo como
sejam o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), a sinaptofisina e a glutamina
sintetase (GS).(18)

Estas alteragcbes, nomeadamente 0 aumento do stress oxidativo, desempenham um

importante papel na patogenia da disfuncéo endotelial e neuronal na retina diabética.(8)
4.4 Via da Hexosamina

A via de biossintese da hexosamina tem sido sugerida como uma das vias implicadas
no desenvolvimento da RD, estando a ativacdo da mesma aumentada nos tecidos da retina
tanto em humanos como em ratos.(8)

Esta via é ativada como uma alternativa a glicolise para utilizar a furtose-6-fosfato que
é produzida em excesso devido a hiperglicémia.(19)

A ativacdo desta via esta associada com a apoptose de células endoteliais e neuronais
da retina, e na limitagédo da proliferacéo de pericitos.(19)

4.5 Proteina Quinase C

A hiperglicémia tem a capacidade de induzir a sintese de novo de diacilglicerol (DAG)
com consequente ativacdo de varias isoformas de Proteinas Quinase C. A atividade destas
isoformas cléssicas (PKC- o,-p e 8) é fortemente aumentada pelo DAG, que tem sido
associado a disfuncdo vascular na RD, estando portanto implicado na patogénese da

mesma.(20)



Diversos estudos tém também demonstrado que o aumento da ativacdo das PKCs esta
associado a diversas anomalias estruturais e celulares que ocorrem na RD. Algumas dessas
alteracbes incluem um aumento do fluxo sanguineo, espessamento da membrana basal,
expansdo de matriz extracelular, permeabilidade vascular, apoptose de células retinianas,

angiogénese, adesdo leucocitéria e ativacao de citoquinas.(8)(21)



5. Inflamacao

A inflamacdo € uma resposta ndo especifica a uma agressao que inclui uma variedade de
mediadores moleculares e funcionais, incluindo o recrutamento e/ou ativacdo de
leucdcitos.(22) Esta resposta aparentemente tem um papel significativo na patogénese da RD.

O aumento da expressdo da isoforma induzivel da 6xido nitrico sintetase (iNOS) tem sido
relatado em retinas de modelos experimentais de roedores diabéticos e em doentes em
diversos estudos(23), sendo que este aumento da expressdo da iNO esta associado a um
aumento da producao de 6xido nitrico (NO). A producédo de NO por sua vez conduz a nitragdo
e nitrosilacdo de proteinas retinianas, acarretando assim efeitos potencialmente toxicos a nivel
da retina.(22)

A diabetes também tem a capacidade de alterar o perfil lipidico da retina.(24) Os
eicosandides sdo metabolitos do acido araquidénico, e sdo mediadores de inflamacéo
conhecidos. Duas das familias major dos eicosandides sdo as prostaglandinas (sintetizadas
pelas ciclooxigenases) e os leucotrienos (sintetizados via lipoxigenases).(22) A nivel da retina
de animais diabéticos a producéo de prostaglandinas esta aumentada maioritariamente devido
a inducdo da COX-2.(22) A inibicdo da COX-2 tem a capacidade de inibir a inducdo do
aumento da expressdo do VEGF, e do aumento da permeabilidade vascular e leucostasis, bem
como a morte de células endoteliais da retina em determinados meios de cultura.(22)

A utilizacdo do inibidor da COX, Nepafenac, tem a capacidade de inibir o aumento da
producdo retiniana de prostaglandinas e a adesdo leucocitaria nos vasos retinianos, bem como
a apoptose de células capilares retinianas, e a degeneracao dos pericitos retinianos.(22)

A adesdo leucocitaria tem um papel fulcral na lesdo do endotélio vascular da retina.
Estudos constataram que a molécula de adesdo leucocitaria ICAM-1 se encontra elevada tanto
nos vasos da retina como na coroide em diabéticos(25), permitindo desta forma a adesdo de

leucdcitos e de hemécias a superficie dos vasos endoteliais. Este aumento da expressdo da



ICAM-1 pode ser mediado por varios estimulos, incluindo VEGF, ativacdo da PARP, stress
oxidativo, dislipidémia e, pelo menos em parte via NF-xB.(22)

Outra molécula que também se encontra elevada na vasculatura da retina na diabetes € a
VCAM.(22)

O aumento destes mediadores e a decorrente leucostasis tém como consequéncia a lesdo
direta e morte de células endoteliais, bloqueio de capilares, disrup¢do das tight-junction
endoteliais e um aumento da permeabilidade vascular mediada pela expressdo aumentada de
VEGF.(25)

O VEGF é conhecido por ser uma molécula pro-inflamatéria cujos niveis vitreos estéo
altamente correlacionados com a neovascularizacdo e edema da retina. As acdes do VEGF a
nivel do aumento da permeabilidade vascular/disrupc¢do da barreira hemato-retiniana (BRB) e
da migracdo/proliferacdo celular durante a angiogénese estdo bem documentados, podendo
estes ocorrer através da inflamacdo vascular visto que este também é capaz de promover a
expressdo endotelial de ICAM-1, o que conduz a ativacdo leucocitaria e a libertacdo de
citocinas, causando assim uma maior expressdao do VEGF e uma amplificacdo da resposta
inflamatoria. (22)(26) O bloqueio especifico do VEGF enddgeno resulta numa supressdo
significativa da leucostasis retiniana e da rotura da BRB tanto na diabetes em fases iniciais ou
numa diabetes ja bem estabelecida.(22)

Os niveis de IL-1B e TNF-a estdo aumentados em retinas de animais diabéticos. A
caspase-1 é a enzima responsavel pela geracdo de IL-1B ativa, sendo que a sua atividade
também se encontra aumentada em retinas de ratos diabéticos.(22) A IL-1p tem um papel
importante na degeneracdo dos capilares da retina e na ativagédo do NF-«B.(22)

O NF-«B é um fator de transcrigdo induzivel altamente expresso que ¢ um importante
regulador de muitos genes envolvidos em respostas inflamatorias e imunes, proliferacéo
celular e apoptose.(22) Na diabetes, foi demonstrado em modelos roedores que existe uma

ativacdo do NF-kB, ativagdo esta que conduz a transcricdo de diversas proteinas pro-



inflamatdrias (incluindo iNOS, ICAM, e citocinas) a nivel das células endoteliais da retina,
pericitos, células ganglionares, ou células da camada nuclear interna.(22)

O Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) ¢ outro dos mediadores inflamatérios que esta
aumentado na diabetes.(5)

O TNF-a atua através de interacGes ligando recetor, promovendo um grande ndmero
de processos inflamatdrios, incluindo o aumento da expressdo de moléculas de adesdo,
recrutamento de leucdcitos, inducdo de apoptose(27), quimioatracdo de mondcitos, aumento
da transcricdo de fatores de crescimento e outros mediadores inflamatérios.(25)

A Angiotensina Il, um efetor major do sistema renina-angiotensina, é atualmente
reconhecido como um mediador proé-inflatério, pois a sua sinalizacdo causa a transcri¢do de
genes pro-inflamatorios via NF-«B.(22)

O RAGE também esta significativamente elevado na retina diabética, sendo que a sua
sinalizacdo induz alteracfes inflamatérias e o aumento da expressdo da ICAM in vivo.(22)

Todas estas alteragdes moleculares parecem ter uma relacdo causal com o
desenvolvimento do aumento de permeabilidade e degeneracéo dos capilares retinianos que
ocorre em fases iniciais da RD, visto que a inibi¢do destas cascatas inflamatérias previne o

aparecimento das lesdes vasculares em modelos animais.(22)
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6. Papel do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona

A hipertensdo tem sido identificada como um fator de risco major para complicacfes
microvasculares, levando a disfuncao de pequenos vasos na RD.

Nos diabéticos um controlo apertado da pressdo arterial atrasa a progresséo da doenca,
sendo que evidéncias recentes sugerem que o Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
(RAAS) desempenha um importante papel na regulacdo da mesma.(8)

O RAAS é uma cascata enzimatica na qual o angiotensinogénio € um percursor dos
peptideos da angiotensina. A cascata tem inicio com a conversdo da forma inativa da renina, a
pré-renina, em renina ativa. A renina converte o angiotensinogénio em angiotensina | (Ang I)
que é posteriormente clivada pela enzima de conversdo da angiotensina (ACE) em
angiotensina Il (Ang I1). A Ang Il € o peptideo efetor major do RAS, atuando essencialmente
em dois recetores, 0 da angiotensina tipo 1 (AT-1) e da angiotensina tipo 2 (AT-2).(28)

O papel patogénico do RAAS na RD vem de relatos antigos de que pacientes
diabéticos apresentam niveis plasmaticos de pré-renina elevados(28). Para além disso, mais
recentemente também se demonstrou que em amostras de retinas humanas pds-morte as
concentracdes de Ang Il se encontravam aumentados a nivel das células da glia.(29)

A nivel da retina os componentes do RAAS sdo maioritariamente encontrados nas
células neuronais, da glia e nos capilares.(28)

A acdo nefasta da Ang Il ocorre essencialmente pela sua interacdo com o0s recetores
AT-2 e AT-1, que na diabetes, contribuem para a angiogénese, derrame vascular, fibrose,
inflamacédo, aumento da expressdo de fatores de crescimento(28)e diminuicdo de fatores de

neuroproteccao (sinaptofisina)(29) em modelos animais.(28)
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7. Neurodegenerescéncia

Apesar da RD ser normalmente discutida relativamente as caracteristicas e clinica das
aparentes alteracdes vasculares, evidéncias recentes sugerem que a RD envolve alteracdes em
todos os elementos celulares da retina, incluindo as células do endotélio vascular e pericitos,
células da glia, incluindo macroglia (células de Muller e astrocitos) e microglia, e neurdnios,

incluindo fotorreceptores, células bipolares, células améacrinas, e células ganglionares (Tabela

2)
Tabela 2: Alterac6es dos elementos celulares da retina na RD
Tipo de célula Alteracoes
Vasculares “Tight junctions ” alteradas
Morte de células endoteliais e pericitos
Glia Contacto alterado com 0s vasos
Libertacdo de mediadores inflamatorios
Compromisso do metabolismo do glutamato
Microglia Aumento do numero de células
Libertacdo de mediadores inflamatorios
Neuronais Morte de células ganglionares, camada nuclear interna

Atrofia axonal

(Adaptado de Gardner TW, Antonetti DA, Barber AJ et al.: Diabetic retinopathy: More than meets the eye. Surv
Ophthalmol 47 (Suppl 2): S253. © Elsevier, 2002.)

Cada um destes elementos tem uma contribuicdo Unica para a funcao visual e participa
em multiplas relacGes homeostaticas com outros elementos celulares.(5)

Portanto a neurodegenerescéncia na RD pode explicar algumas das anomalias da
funcdo visual que se iniciam pouco depois do inicio da diabetes, mesmo antes da observacao

clinica de lesdes tradicionalmente associadas com a RD.(8)(30)(1)
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Algumas destas alteragdes de funcdo incluem a perda de discriminagdo cromatica e
sensibilidade de contraste. Estas alteracfes podem ser detetadas por estudos eletrofisiol6gicos
nos diabéticos tipo 2 com menos de 2 anos de diabetes, ou seja, antes das alteragdes
microvasculares serem detetadas pelo exame oftalmoscépico.

Além disso, anomalias caracteristicas no eletrorretinograma (ERG) tais como a
reducdo da amplitude e o atraso na laténcia dos potenciais oscilatorios tém sido encontradas
tanto em diabéticos tipo 1 como em ratos sem qualquer evidéncia de anomalias
microvasculares. (31) (32)

A utilizacdo do ERG multifocal (nfERG) também forneceu evidéncias que sugerem
uma ligacédo direta entre a disfuncdo neuronal e as anomalias vasculares presentes na RD,
visto que um mfERG com tempo implicito atrasado é preditor do desenvolvimento de
anomalias microvasculares.(31)(4)

Outra forma de aferir este dano neuronal da retina é através da Tomografia De
Coeréncia Otica com Spectral Domain (SD-OCT). (5)

A nivel estrutural as alteracdes neurodegenerativas incluem a apoptose neuronal, perda

de corpos de células ganglionares, reatividade glial e a diminui¢do da espessura das camadas
internas retina, que tém sido descritas nas fases iniciais da diabetes.(33)
Estas alteracBes estruturais podem ser evidenciadas in vivo (em humanos) através da
utilizacdo de uma polarimetria com scéner a lazer, onde é possivel verificar uma diminuicgao
da espessura da camada de fibras nervosas na diabetes, consistente com a perda de células
ganglionares retinianas (RGCs) e dos seus axonios na diabetes.(30)

Outros estudos imunohistoquimicos realizados em amostras de retinas humanas
também demonstraram que existe um aumento da expressdo de Bax, caspase-3 e 9 nas RGCs
de doentes diabéticos, sugerindo assim que algumas das células ganglionares da retina podem

morrer via apoptose.(30)

13



Outras alteraces estruturais especificas das RGCs em modelos animais incluem
edemaciacdo dos axonios, frequentemente associada a uma constricdo junto aos corpos
celulares.(30)

As alteragOes neurodegenerativas induzidas pela diabetes encontram-se sumariadas abaixo
(Tabela 3).

Tabela 3: AlteracGes neurodegenerativas induzidas pela diabetes

Alteragdes Funcionais Perda de discriminacéo cromatica

Perda sensibilidade de contraste

Anomalias caracteristicas no ERG

Atraso do tempo implicito do mfERG

AlteracOes Estruturais Diminuicdo da espessura da camada de fibras nervosas

Imunohistoquimica Expressdo aumentada de Bax, caspase-3 e 9 nas RGCs

7.1 Apoptose Neuronal

Como ja foi referido anteriormente a apoptose neural € uma caracteristica proeminente
da RD tanto em humanos como em modelos animais, sendo as RGCs o tipo de células
neuronais mais suscetiveis a este processo.(21)

A apoptose € um tipo distinto de morte celular que se carateriza por alteragdes
morfologicas que podem ser observadas através de microscopia de luz e eletronica que é
regulada por programas genéticos internos. Esta pode ser fisiologica ou patoldgica, sendo as

duas principais vias identificadas, a via extrinseca e a via intrinseca, ambas com um estadio
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final em comum, a ativacdo da via de execucdo, que € essencialmente mediada pela ativacéo
das caspases levando assim a fragmentacdo do DNA.(21)

Alguns estudos verificaram que nas retinas de ratos STZ apds trés semanas de inducéo
de diabetes, 0 numero de neurénios apoptéticos e a expressdo de Bax se encontravam
aumentados, 0 que sugere a existéncia de uma via dependente do Bax que € ativada pela
hiperglicémia.(21)

A proteina quinase mitogénica ativada p38 (p38MAPK) é uma proteina quinase
ativada pelo stress que apresenta diversas isoformas (a, f, 3, y), sSendo que estas, recentemente
foram reconhecidas como importantes mediadores apoptoticos, especialmente em neurénios
da retina.(21)

A via dependente da Bax-caspase-3 e a via de morte celular intrinseca iniciada pela
mitocondria séo ativadas pela fosforilacdo da p38MAPK.(21)

Para além disso, a p38MAPK também pode ser ativada por diversas citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF, TGF-1p, IL-6 e 8, e quimiocinas, incluindo CCL2, MCP-1,
CXCRS, recetor de quimiocina 5 e CXR4.(21)

A familia PKC, especialmente a PKC-delta, também é um importante efetor na
apoptose das células retinianas.(21)

Também foi demonstrado que a Caspase-3 é um efetor a jusante da p38MAPK
fosforilada (Pp38), que causa morte neuronal induzida pela hiperglicémia.(21)

Uma expressdo aumentada de caspase-3, caspase-9 e de Bax tém uma grande
correlacdo com a apoptose neuronal que ocorre na RD.(21) A via apoptética proposta para a

RD encontra-se sumariada na Figura 1.
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Figura 1: Via apoptoética proposta na RD

(Adaptado de Zhang X, Wang N, Barile GR, Bao S, Gillies M. Diabetic retinopathy: Neuron protection as a
therapeutic target. Int J Biochem Cell Biol. Elsevier Ltd; 2013)

Outros estudos também demonstraram que a expressdo do FasL, um componente pro-
apoptético da via do recetor de morte, esta significativamente aumentada na retina dos
diabéticos, mais especificamente nas células ganglionares e da glia, quando comparado com
individuos controlo.(34)

A interagdo do FasL com o recetor de morte Faz/CD95 forma o complexo de
sinalizac&o indutor de morte (DISC) que recruta e ativa a caspase-8.(34)

Outra molécula que também se encontra aumentada em amostras de retina diabética é
o fragmento truncado do Bid (tBid) e o Bim, ambos membros da familia pro-apoptotica Bcl2,
que estdo envolvido na via intrinseca mediada pela mitocondria, sendo fortes ativadores da

caspase-3.(34)
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Recentemente também foi descrito um mecanismo de morte celular induzido pela
hiperglicémia independente das caspases em culturas de células retinianas, sendo este
mediado pela translocagcdo mito-nuclear do fator de inducdo da apoptose (AIF).

Esta translocacdo do AIF do espaco mitocondrial intermembranar para o nucleo causa
fragmentacdo do DNA e condensagdo da cromatina.(35)

Em contraste com esta grande expressdo de marcadores pro-apoptéticos, nestes
estudos ndo foram encontradas quaisquer alteracdes significativas na expressao de marcadores
anti-apoptoticos tais como o FLIP, um componente do DISC, e BclxL, um membro anti-
apoptaético da familia Bcl2.(34)

Em suma podemos dizer que existe um importante desequilibrio entre fatores proé-
apoptaticos e anti-apoptéticos nas neuroretinas de doentes diabéticos e em modelos animais.
Estes desequilibrios levam a ativacdo de diversas vias chave que contribuem para 0 processo
de apoptose neuronal que ocorre em fases precoces da RD, dai que o desvendar destas
mesmas vias e 0 desvendar destes marcadores apoptoticos seja de maior importancia de modo
a que se possam desenhar novas estratégias terapéuticas que possam prevenir a progressao da

RD.
7.2 Disfuncgéo da Glia

Existem dois tipos de células da glia na retina, a macroglia e a microglia.

A célula mais predominante da macroglia é a célula de Miiller, que é exclusiva da
retina. As células de Muller sdo células fusiformes que abrangem toda a retina desde a
membrana limitante externa até as células ganglionares retinianas.

O segundo tipo celular sdo os astrécitos, que migram para a retina através do nervo
oOtico durante o desenvolvimento embrionario da mesma. Os astrécitos séo menos abundantes

que as células de Miller formando uma monocamada na membrana limitante interna.(4)
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Em relacdo a gliose reativa nas células de Miller, pensa-se que esta ocorre como
tentativa de protecéo do tecido da retina a uma agressao, de modo a promover a repara¢ao da
mesma e limitar processo de remodelacao tecidular.(36)

A Diabetes é uma das muitas patologias capazes de induzir este processo de gliose

reativa, sendo que este um processo que envolve diversas moléculas (Tabela 4).

Tabela 4: Moléculas envolvidas no processo de gliose reativa

Células de Muller Aumento da GFAP

Aumento VEGF

Aumento metaloproteinases de matriz

Disrupcdo captacdo do glutamato

Microglia Aumento VEGF e NO

Aumento IL-1B ¢ TNF-a

Uma das caracteristicas mais proeminentes da gliose reativa € a expressao aumentada
da GFAP por parte das células de Muller(12)(13)(26). Outras alterac6es incluem a hipertrofia
e proliferacdo celular, bem como a diferenciacdo em células semelhantes a células
progenitoras.(36)

Esta gliose pode ter efeitos protetores bem como efeitos toxicos a nivel dos neurdnios
da retina. Em condicdes de gliose massiva (proliferativa), as normais interacbes entre
neurdnios e a glia sdo interrompidas levando a degeneracdo da retina.(36)

Os capilares retinianos sdo constituidos por células endoteliais e pericitos que sao
cobertos por uma membrana basal, que € posteriormente envolvida pelas membranas dos

astrocitos e das células de Miiller. As células de Miller em condi¢Bes normais, produzem
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diversos fatores mantém a integridade da barreira hemato-retiniana, entre eles fatores anti-
proliferativos e antiangiogénicos.(12)(26).

Em condicBes diabéticas a producdo do VEGF esta aumentada por parte das células de
Muiller, promovendo assim a neovascularizagao patolédgica e o derrame vascular.(12)

As ceélulas de Muller sob condigdes de hiperglicémia sdo também uma importante
fonte de metaloproteinases de matriz que degradam a ocludina, uma proteina das tight-
junction presentes nas células do endotélio e epitélio pigmentado, podendo desta forma
também facilitar a ocorréncia do derrame vascular.(12)(36)

Outro dos mecanismos pelos quais as células de Miller induzem toxicidade celular é
através da ma funcdo a nivel da captacdo do glutamato extracelular, mecanismo que sera
discutido em maior pormenor posteriormente nesta revisao.

Portanto pelo que foi referido acima podemos aferir que as células de Muller podem
contribuir para a lesdo da retina, ndo s6 de forma direta (libertagdo de moléculas toxicas) mas
também de forma indireta, pelo compromisso das fungdes de neuro suporte.(12)

Outros estudos realizados em humanos verificaram uma marcada ativagdo da
microglia nos diferentes estadios da RD.(37)

Esta ativacdo da microglia ocorre preferencialmente a volta da vasculatura da retina,
especialmente nas vénulas dilatadas, microaneurismas, hemorragias intra-retinianas, manchas
algodonosas, camada de fibras nervosas, e na neovascularizagéo retiniana e vitrea.(37)(38)

A ativacdo da microglia é considerada uma fonte major de citocinas pro-inflamatérias
e neurotodxicas e de outras substancias tais como VEGF, TNF-a, Interleucina 1f (IL-1B), e
Oxido nitrico. A libertacdo destas citocinas pode propagar a resposta inflamatoria na retina,
exacerbando ainda mais a permeabilidade vascular e o dano neuronal em olhos com RD,

levando assim a um ciclo vicioso.(37)
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7.3 Acumulacao extracelular de Glutamato

O glutamato € um neurotransmissor excitatorio major da retina que esta elevado no
espaco extracelular da retina de modelos experimentais de diabetes bem como no fluido do
vitreo de doentes com diabetes.(39)(40)

A toxicidade do glutamato é uma causa major de perdas neuronais em varios
distdrbios da retina, incluindo a RD.(36)

Em condicBes normais as células de Muller sdo responsaveis pela remog¢édo do excesso
de glutamato extracelular do tecido retiniano interno.(12)(36)(41)

Esta acumulacdo extracelular de glutamato deve-se essencialmente a uma deficiente
funcdo do transportador glial de glutamato (GLAST) das células de Muiller, induzida pela
diabetes.(36)(41)

Outros mecanismos que levam a acumulacao extracelular de glutamato sdo a reducao
da funcdo da via de transaminacdo do mesmo e a diminui¢do da conversdo de glutamato em
glutamina, que se verifica em modelos animais.(42)(43)

A sintese de glutationa € dependente da disponibilidade extracelular de glutamato e
cistina. O facto das células de Muller ndo conseguirem captar o glutamato extracelular na RD,
faz com que a producdo de glutationa, um importante antioxidante, esteja diminuida, o que
resulta num aumento da expressao de glutaredoxina que por sua vez induz a translocacéo
nuclear do NF-«B e a expressdo de fatores pro-inflamatérios.(36)

Em modelos animais(43) e humanos(44) de RD a expressdo dos recetores de
glutamato, N-metil-D-aspartato (NMDAR) esta aumentada, principalmente nas células
ganglionares.

Outras alteracdes a nivel dos recetores NMDAR que tambeém podem ser verificadas na
RD em humanos incluem a expressao alterada nas subunidades dos mesmos, 0 que podera

comprometer a normal transmisséo sinaptica.(44)
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Este aumento extracelular e sinaptico de glutamato por sua vez conduz a uma
hiperativacdo do recetor NMDA, que proporciona um importante meio de entrada de Ca?* nas
células neuronais ativando enzimas intracelulares dependentes de Ca?* que iniciam a
sinalizacdo de cascatas pré-apoptoticas atraves de mecanismos dependentes e independentes
de caspases que posteriormente conduzem ao processo de excitotoxicidade, com consequente

perda de células neuronais.(43)(44) (11)(1)
Papel dos Fatores de Neuroproteccao

A sobrevivéncia dos neuronios da retina em ambiente hostil depende da
disponibilidade local de fatores de crescimento e neurotrofinas, que sdo peptideos que
promovem a diferenciacdo e a sobrevivéncia neuronal. Na diabetes, a eficacia e/ou
concentracdo destas moléculas esta reduzida, o que podera comprometer a protecdo contra
fatores neurotdxicos envolvidos na neurodegeneracéo.(4)(1)

As principais fungdes dos diversos fatores de neuroproteccdo encontram-se

sumariadas abaixo (Tabela 5).

Tabela 5: Papel/propriedades dos fatores de neuroproteccao a nivel da retina

PEDF Diminui a expressdo do VEGF, TNF-o ¢ ICAM-1 nas células do endotélio
vascular da retina

Acdo anti-apoptotica a nivel das células neuronais da retina

SST Propriedades neuromoduladoras

Propriedades antiangiogénicas

IRBP Fundamental no ciclo visual/ essencial a sobrevivéncia dos fotorreceptores

NGF Protecdo RGCs
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BNF Fundamental a sobrevivéncia das células amacrinas

Modulador sinéptico

IGF-I Fator de sobrevivéncia neuronal

Propriedades anti-apoptéticas (fosforilagdo/inibicdo do BAD)

Potente indutor do VEGF

7.4.1 Fator Epitelial Derivado do Epitélio Pigmentado

O fator epitelial derivado do epitélio pigmentado (PEDF) é uma glicoproteina com
propriedades neurotroficas, neuroprotetoras e antiangiogénicas que € produzido
essencialmente pelo epitélio pigmentado da retina e pelas células de Miller em quantidades
consideraveis.(45)

O PEDF exerce funcdes anti-inflamatorias, atenuando a expressdo de mediadores
quimicos, tais como o VEGF, TNF-a e¢ ICAM-1 nas células endoteliais vasculares da
retina.(46)(47)

Outros estudos também demonstraram estas propriedades anti-apoptéticas e anti-
inflamatdrias do PEDF a nivel das células neuronais da retina, visto que a administracéo
topica de gotas do mesmo, em modelos animais de RD, reduziu significativamente a morte de
células ganglionares e a ativacdo da glia. (48)

Para além do que ja foi mencionado acima, o PEDF também oferece protecdo as
células neuronais da retina, contra o stress oxidativo e a excitotoxicidade mediada pelo

glutamato.(49)
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Portanto a diminuicdo da expressdo do PEDF que ocorre na RD parece crucial no
desenvolvimento da neurodegenerescéncia, podendo também ser responséavel por algumas das
alteracdes microvasculares que ocorrem em fases precoces da RD.(4)

7.4.2 Somatostatina

A somatostatina (SST) € um peptideo largamente distribuido, cujas funcbes bioldgicas
incluem a neurotransmissdo, atividade anti-secretora e antiproliferativa. Os seus recetores
podem ser encontrados na neuroretina dos humanos, sendo que esta atua tanto como um
neuromodulador como fator antiangiogénico, sendo a sua sintese realizada maioritariamente
no epitélio pigmentado da retina e nas células amécrinas.(50)

A reducdo da producdo de SST é um evento precoce na RD que se associa a morte
neuronal e a ativacdo da glia em retinas de diabéticos, pelo que podera estar implicada na
fisiopatologia da RD.(50)

7.4.3 Proteina de Ligacdo do Fotorreceptor Retinoide

A proteina de ligacdo retindide do fotorreceptor (IRBP) é uma glicoproteina altamente
restrita @ matriz do inter-fotorreceptor, que facilita o transporte dos retinoides entre os
segmentos externos dos fotorreceptores e as células do epitélio retiniano, tendo portanto um
papel fulcral no ciclo visual.(51)

Estudos realizados em retinas humanas verificaram que a producdo de IRBP esta
diminuida em fases iniciais da RD, devido a hiperglicémia e a libertacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como sejam 0 TNF-a e a IL-1p.(51)

Visto que a IRBP desempenha um papel importante a nivel do ciclo visual e é
essencial a sobrevivéncia dos fotorreceptores, o seu défice podera estar envolvido no processo

neurodegenerativo que ocorre na RD.(51)
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7.4.4 Fator de Crescimento Nervoso

O fator de crescimento do nervoso (NGF) é uma neurotrofina produzida por multiplas
células, incluindo as células do sistema visual, sendo a sua acdo mediada essencialmente
através dos recetores TrkA e p75, ambos localizados em células responsivas ao NGF.(52)

Nas retinas de animais diabéticos os niveis de NGF e a expressao dos seus recetores
encontra-se diminuida, particularmente na camada de células ganglionares da retina.(52)

Esta diminuicdo da expressdo do NGF podera levar a perda de células ganglionares por
mecanismos que envolvem a apoptose.(52)
7.4.5 Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro

Esta neurotrofina expressa nas células ganglionares e nas células de Muller ¢ um
importante fator de sobrevivéncia das mesmas, sendo que também ja foi descrita a sua
capacidade de prevenir a morte de células amacrinas.(53)

Em modelos animais de RD verificou-se que os niveis de fator neurotréfico derivado
do cérebro (BDNF) se encontravam diminuidos, juntamente com a diminui¢do da densidade
de células amacrinas. Apo6s administracdo intraocular de BDGF nestes modelos conseguiram
salvar-se algumas das células amacrinas, sugerindo assim que os baixos niveis de BDNF
poderdo estar implicados no processo degenerativo que conduz a morte de células

amacrinas.(53)

7.4.6 Papel do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina - 1

O Fatores de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGF-1) é um fator neurotréfico
com capacidade de prevenir a morte de diversos tipos celulares, no entanto os niveis do
mesmo estdo reduzidos nos olhos de ratos diabéticos.(54)

Estudos realizados em retinas de ratos diabéticos mostraram que a administracéo
subcutanea de IGF-I foi capaz de prevenir a morte celular ao bloquear determinados recetores

apoptoticos, evitando assim a neurodegenerescéncia neuronal.(54)
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Apesar destas propriedades neuroprotetoras descritas acima estudos mais recentes
demonstraram que uma elevacgdo crénica dos niveis de IGF-I intraoculares induzem processos
deletérios na retina, como sejam o0 aumento da expressdo de proteinas de fase aguda e de
citocinas pré-inflamatorias (TNF-a, MCP-1), que culminam com a perda de fotorreceptores,
células bipolares, ganglionares e amécrinas.(55)

Outra das consequéncias deste aumento cronico do IGF-I é uma disfuncéo celular
mediada pelo aumento da sinalizagdo do mesmo com consequente formacdo de ROS em
células neuronais e endoteliais, através da ativacdo da NADPH oxidase.(55)

Portanto altas concentracdes intraoculares de IGF-l1 desencadeiam uma série de
processos celulares que conduzem ao stress retiniano e a disfuncéo das funcGes homeostaticas

da glia, levando a disfuncéo e morte neuronal.(55)
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8.  Stress Oxidativo

O stress oxidativo induzido pelo aumento da acumulacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e/ou diminuicdo da capacidade antioxidante, desempenha um importante
papel na patogenia da RD.(56)

O aumento da geracdo de ROS interage com um grande numero de moléculas,
incluindo pequenas moléculas inorganicas e também proteinas, lipidos, hidratos de carbono, e
acidos nucleicos. Através destas reacfes, as ROS podem destruir ou alterar irreversivelmente
as fungdes destas moléculas alvo.(56)

Na diabetes e/ou condic¢des de hiperglicémia ha um aumento da producdo de ROS por
parte da mitocdndria tanto em humanos como em modelos animais. (57)(19)

Outras fontes de ROS na retina incluem a ativacdo da via dos AGE, Poliol, Hexosamina, e da
PKC que sdo induzidas pela hiperglicémia, como referido anteriormente.

O stress oxidativo € capaz de induzir apoptose de células da retina, através de
multiplos mecanismos, um deles é a ativacdo do NF-kB e das caspases, sendo que este NF-xB
conduz a iniciacdo do programa pro-apoptético das células endoteliais e dos pericitos da
retina. Para alem disso 0 NF-kB também induz a expressdo de mediadores pro-inflamatorios,
TNF-a ¢ inducdo da sintetase do 6xido nitrico. Estes mediadores, por sua vez, aumentam
ainda mais a producédo de ROS levando a uma ampliacdo dos seus efeitos. (19)

Outro dos mecanismos proposto pelo qual as ROS conduzem a lesdo da
microvasculatura retiniana é através da ativacdo dos canais redutores sensiveis a ATP e
Potéassio (Katp) e da ativacdo dos canais ndo especificos de catides (NSC).

A ativacdo destes canais durante um periodo de stress oxidativo causa um aumento do
influxo de célcio a nivel dos capilares, acentuando assim a letalidade do stress oxidativo.(58)

Outras células que sdo particularmente vulneraveis ao stress oxidativo sdo 0s

fotorreceptores devido a grande quantidade de &cidos gordos que constituem as suas
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membranas, o que faz dos mesmos extremamente suscetiveis a reacfes de peroxidacdo
lipidica que danificam a sua estrutura e funcédo.(59)

Também foi comprovado que as ROS tém a capacidade de alterar as fungfes visuais
das células ganglionares da retina em modelos animais, sugerindo que estas desempenham um
importante papel na mediagéo da neurodegenerescéncia na RD.(56)(60)

Outro mecanismo pelo qual as ROS conduzem a fendmenos neurodegenerativos passa
pela desregulacdo no transporte de amino&cidos excitatdrios nas células da retina. (56)(19)

Todos estes pontos mencionados acima apontam para o stress oxidativo como sendo
um mecanismo que liga a neurodegenerescéncia com as anomalias microvasculares que

ocorrem em fases precoces da RD.(4)
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9.  Mecanismos fisiopatoldgicos que ligam a

Neurodegenerescéncia as Anomalias Microvasculares

A relagédo entre a excitotoxicidade mediada pelo glutamato e a disrup¢édo da BRB
induzida pelo VEGF é uma das vias mais interessantes que liga a neurodegeneracdo ao
comprometimento/lesdo vascular. Neste aspeto foi demonstrado que a hiperglicémia conduz a
um aumento do glutamato extracelular, com subsequente ativacdo dos recetores NMDA que
medeiam a producéo de VEGF e a disrupcéo da BRB.(6)

A disfuncédo da glia também possui um papel essencial nestes eventos fisiopatoldgicos
ao interromper a normal interagdo entre as células neuronais e as células do endotélio
vascular.(4)

Finalmente, a perda do PEDF e da SST podem contribuir diretamente para a disrupgéo
da BRB ou através do aumento a expressao de VEGF.(4)

Outros fatores envolvidos nesta relacdo entre a neurodegeneragdo e as anomalias

vasculares sdo o stress oxidativo(56)(29), ativacdo do RAGE(61) e do RAS.(4)
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10. Implicacdes Terapéuticas

10.1 Agentes Anti-apoptoticos

Na diabetes, 0s neurdnios e as células retinianas morrem através da apoptose, uma via
final comum na neurodegeneracdo da retina. Quer seja desencadeada pela hiperglicémia,
excitotoxicidade do glutamato ou défice de neurotrofinas, a apoptose liga estes potenciais
mecanismos de lesdo neuronal a morte celular. Portanto, a inibicdo da apoptose podera ser um
meio potencial de prevenir a neurodegeneracdo na RD.(1)

A apoptose tipicamente envolve a ativacdo de enzimas proteoliticas que destroem
componentes celulares que mantém a normal estrutura e funcéo da célula. Duas proteinas que
tém sido implicadas na apoptose induzida pelo glutamato incluem a caspase-3 e a
calpaina.(31)

O Latanoprost, um analogo das prostaglandinas, tem a capacidade de reduzir a
apoptose de células neuronais e da glia em retinas diabéticas quando aplicado topicamente em
olhos de ratos, sendo a inibicdo da caspase-3 um dos mecanismos proposto para este
fendmeno.(1)

Outros estudos também verificaram que a administracdo oral de inibidores da calpaina
em ratos diabéticos preveniu a morte de células ganglionares, sugerindo que a inibicdo da
calpaina podera ser um mecanismo de neuroproteccdo viavel para o tratamento da RD.(1)

Outro agente com potencial terapéutico € o Polipeptideo de ativacdo da Adenil Ciclase
Pituitaria (PACAP), visto que em alguns estudos onde foram administradas a modelos
animais injecdes intra-oculares deste polipeptideo se verificou uma marcada atenuacdo da

lesdo retiniana atraves da inibicdo de algumas vias pro-apoptoticas.(62)
10.2 Antagonistas do Glutamato

Dado o potencial papel da excitotoxicidade mediada pelo glutamato na contribuigdo da

neurodegeneracdo que ocorre na RD, o bloqueio dos recetores de glutamato ou 0 aumento da
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sua clearance/metabolizacdo poderdo ser uma estratégia viavel para manter a integridade da
neuroretina durante a diabetes.(1)(40)

A nivel do sistema nervoso central os dois principais tipos de recetor de glutamato s&o
o a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxasol-propionato (AMPA) e o0 N-metil-D-aspartato
(NMDA).

A Memantina é um antagonista ndo competitivo do recetor NMDA que esta aprovado
para a terapéutica da doenca de Alzheimer. Em ratos diabéticos, a administracdo cronica tem
a capacidade de reduzir a perda de células ganglionares da retina, melhorar a fungéo da retina
e diminuir os niveis intraoculares de VEGF. (1)(6)(30)(11)

10.3 Agentes Anti-inflamatorios

A diabetes esta associada ao aumento da expressdo de citocinas inflamatdrias, tais
como 0 TNF-a, IL-1pB, IL-6, e VEGF. Além disso, a expressdo aumentada do ICAM-1
contribui para a leucostasis nos capilares retinianos podendo contribuir para a isquémia do
tecido neuroretiniano, promovendo a neurodegeneracéo.(1)

As citocinas inflamatorias libertadas pelas células imunitarias durante a diabetes
podem também ativar a microglia, contribuindo ainda mais para a neurodegeneracao. Portanto
0 bloqueio dos efeitos destas citocinas podera fornecer outra abordagem para reduzir a
progresséo da RD.(1)

O inibidor do TNF-a, etanercept mostrou-Se promissor na prevencdo da morte de
células da retina e da expressdo aumentada de ICAM-1 em modelos animais de diabetes.
Contudo o mesmo ndo se verificou a quando da aplicacdo do mesmo em doentes com
RD.(1)(25)

A minociclina, um antibiotico da familia das tetraciclinas com propriedades anti-
inflamatdrias, esta neste momento sob investigacdo para o tratamento da RD. Em culturas de
células retinianas, a minociclina inibe a producdo microglial de TNF-o, IL-1B e de 6xido
nitrico apos exposicao a lipopolisacarideos, e reduz a ativacéo da caspase-3. (1)(26)
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Num ensaio clinico recente fase I/11, a toma oral de minociclina melhorou a acuidade
visual, o edema macular central, e o derrame vascular em cinco pacientes com edema macular
diabético, sugerindo portanto que a inibicdo da microglia pode ser uma das estratégias
terapéuticas perante a RD.(1)(26)

10.4 Neuroproteccéo Local

A descoberta de que o NGF, PEDF e o BDNF conseguem resgatar neuronios em
processo de morte celular em modelos animais de diabetes e de que os niveis dos mesmos na
retina estdo reduzidos na diabetes, ird estimular possivelmente mais pesquisa em relacdo aos
efeitos dos mesmos na funcéo visual de humanos diabéticos.(1)

A somatostatina, outro potencial fator neurotréfico, esta atualmente a ser avaliado num
ensaio clinico de modo a determinar se a aplicacédo tépica de formulacdes com este composto
pode ou ndo atrasar a progressao da RD.(1)(50)

Outro agente neurotrofico, tal como as gotas do peptideo PEDF mencionadas
anteriormente, também poderdo ser avaliadas de forma semelhante de modo a averiguar a sua
efetividade clinica a nivel da neuroproteccdo na RD.(1)(48)

Um estudo também demonstrou o potencial terapéutico da administracdo topica de
NGF em modelos animais de RD devido ao seu papel na protecdo contra a degeneracdo de
RGC que ocorre na camada ganglionar, comprovando que este podera ser uma abordagem

farmacoldgica efetiva.(52)
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11. Discussao e Conclusao

A neurodegeneracdo € um evento central e precoce na fisiopatologia da RD que envolve
diversos mecanismos moleculares complexos que muito provavelmente incluem diversos
fatores tais como o aumento do stress oxidativo, perda de fatores neuroprotetores, aumento da
inflamacéo, excitotoxicidade mediada pelo glutamato, e outros fatores sistémicos como a
hiperglicémia e a resisténcia a insulina.

A neurodegeneracdo caracteriza-se essencialmente pela apoptose neural e pela gliose
reativa.

O estado de hiperglicémia cronica que ocorre no doente diabético tem como
consequéncias a ativacdo e desregulacdo de diversas vias metabdlicas que lesam a retina e
contribuem para este processo neurodegenerativo de forma direta, por inducdo de vias
apoptotica (essencialmente mediada pelas caspases) a nivel das células neuronais da retina,
através da producdo aumentada de AGEs, pela ativacdo da via do PARP e pela ativacdo da via
da Hexosamina. Indiretamente a ativacdo das vias apoptoticas ocorre também pelo aumento
da producdo de ROS, mediado também pela producdo aumentada de AGEs, pela via do
Poliol, pela via da PARP, e pela neuro inflamacdo, que tém como consequéncias 0 aumento
do stress oxidativo, que por sua vez ativa outros mecanismos pré-apoptéticos.

Outro papel importante do stress oxidativo na fisiopatologia da RD, passa pela capacidade
de induzir a formacdo de mediadores pro-inflamatdrios e pela capacidade de desregulacdo do
transporte de diversos amino-acidos excitatorios a nivel da retina.

Outro dos mecanismos associados a apoptose neuronal é a diminuicdo dos fatores de
neuroproteccdo que se verifica na RD.

Quanto ao processo de gliose reativa induzido pela diabetes, este tem efeitos toxicos a
nivel das células neuronais da retina, ao interromper as normais interagcdes entre 0s neuronios

e a glia, condiciona a fungdo de captacdo do glutamato extracelular por parte das células de
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Muiller, o que conduz a libertacdo de moléculas toxicas comprometendo assim as normais
funcOes de neurossuporte, que culminam assim na neurodegeneracao da retina.

Para além disso ocorre também uma ativacdo da microglia, que constitui uma fonte major
de citocinas pré inflamatorias e neurotoxicas com capacidade de exacerbar a permeabilidade
vascular e o dano neuronal que ocorre na RD.

Outro dos mediadores deste processo degenerativo passa pela acumulagédo extracelular de
glutamato, sendo esta uma causa major de perdas neuronais que ocorrem na RD, através de
um processo chamado de excitotoxicidade.

O aumento de glutamato extracelular conduz a uma hiperativagdo dos recetores NMDA
das células neuronais, principalmente nas RGCs, que tem como consequéncia a ativacao de

cascatas pré apoptotica dependes e independentes das caspases.

A maioria das terapéuticas atualmente disponiveis para a RD tém como principais
alvos as sequelas vasculares que ocorrem em fases muito tardias da RD, pelo que parece
razoavel o desenvolvimento de estratégias que permitam uma atuacdo em fases mais precoces
da historia natural da doenca, estratégias estas, que poderdo passar pela intervencdo nas vias
que foram descritas neste artigo e pela neuroproteccao.

Para além disso é importante que se desenvolvam novos métodos de rastreio para a
RD para além da fundoscopia.

Os métodos atualmente disponiveis para identificacdo da neurodegeneracdo sdo o
mMfERG e a SD-OCT, pois avaliam as alteracdes que ocorrem na camada de fibras nervosas,
densidade das células ganglionares, anomalias dos fotorreceptores, espessura da retina,
permitindo assim a detecdo de alteracbes morfologicas e funcionais que ocorrem muito antes
das anomalias microvasculares poderem ser detetadas no exame oftalmoscopico, aumentando

assim o nosso potencial de intervencao através de estratégias neuroprotetoras mais precoces.
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Uma estratégia razodvel de atuagdo a nivel do processo neurodegenerativo parece ser a
utilizacdo de agentes neuroprotetores, nomeadamente atraveés da utilizacdo da via tdpica,
abrindo assim uma nova janela face a abordagem terapéutica na RD, muito menos invasiva
quando comparada com as terapéuticas utilizadas atualmente, tendo como vantagem adicional
a possibilidade de monitorizacdo da agdo/efeito destes mesmos farmacos através da utilizagao
de meios complementares de diagndstico, também ndo invasivos, como o0 mfERG e a SD-
OCT.

Em suma, esforgos deverdo ser concentrados no desenvolvimento de novos exames de
rastreio da RD no desvendar de todas as vias envolvidas no processo neurodegenerativo que
ocorre na RD e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que possibilitem uma
atuacdo nestes mesmos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes ao  processo
neurodegenerativo, pelo que permitirdo uma atuacdo muito mais precoce na histdria natural da

doenca face as estratégias terapéuticas que sdo utilizadas atualmente.
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