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1. DATOS DEL CENTRO

Anaxomics (www.anaxomics.com) es una empresa privada de bioinformdtica fundada en

Barcelona. Esta ofrece una amplia gama de servicios basados en su tecnologia Therapeutic
Performance Mapping System (TPMS) [1], la cual utiliza los ultimos avances en Biologia de
Sistemas para realizar experimentacién virtual y produccidn de resultados relevantes a un precio

reducido y en un corto plazo de tiempo.

El presente proyecto fue realizado en Anaxomics como parte de sus actividades, donde se
estudio el mecanismos de accion (MA) de los corticosteroides para el tratamiento del Edema
Macular Diabético (EMD). Fue realizado en el departamento de Molecular Health de Anaxomics,
donde yo ejercia la funcion de Project Manager. Durante mi estancia trabajé junto a Morgane
Blanot (BSc, Project Manager) bajo la supervisién de Raquel Valls (MSc, Senior Project Manager

& Team Coordinator).


http://www.anaxomics.com/

2. RESUMEN

Introduccidn: El nimero de personas con diabetes ha aumentado considerablemente, siendo
una importante causa de insuficiencia renal, infarto de miocardio, accidente cerebrovascular,
amputacién de los miembros inferiores y de ceguera debido al Edema Macular Diabético (EMD).
El EMD es la principal causa de ceguera en adultos de paises industrializados. Esta enfermedad
estd basada en la inflamacién, vasculopatia, factores de crecimiento, angiogénesis y
neurodegeneracion. EMD tiene una amplia seleccion de tratamientos, siendo los
corticosteroides una opcién mas que interesante. Aprovechando la necesidad de desarrollar los
conocimientos sobre los corticosteroides, con el objetivo de fomentar la utilizacion de los
modelos in silico, se ha decidido realizar un estudio de los corticosteroides en el EMD mediante

herramientas basadas en biologia de sistemas.

Metodologia: Se utilizd literatura cientifica de bases de datos oficiales para realizar Ila
caracterizacion molecular de EMD y de los corticosteroides. Se analizaron 146 articulos
cientificos para EMD y 158 para los corticosteroides. Ademas, se utilizé la tecnologia TPMS de

Anaxomics para simular el tratamiento de los corticosteroides en el contexto de EMD.

Resultados: Se obtuvieron 4 motivos y 135 proteinas efectoras no repetidas para el EMD. Para
los corticosteroides se obtuvo una diana terapéutica y 47 proteinas moduladas “downstream”
de los farmacos. Finalmente, se obtuvo un mecanismo de accion con el cual se explicaba la

accion de los corticosteroides en el EMD con la representacién de 21 proteinas.

Conclusiones: Se ha realizado un MA que brinda informacidén sobre la accién de los

corticosteroides en el EMD, demostrando asi el potencial que presentan los estudios in silico.

Keywords: Edema Macular Diabético; Corticosteroides; biologia de sistemas; Mecanismo de

Accién, modelado in silico



3. INTRODUCCION

3.1. Edema Macular Diabético (EMD)
Esta patologia es una complicacién de la Retinopatia Diabética (RD) y es la principal causa de
ceguera en adultos en los paises industrializados, siendo una de las principales complicaciones

de la diabetes [2].

Aunque la fisiopatologia de la enfermedad todavia es incierta, se conoce que ocurre una
acumulacion de liquido y macromoléculas en el espacio intracelular y/o extracelular de las

células oculares dando lugar al edema (Figura 1) [2—4].
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Figura 1. Diferencias morfolégicas entre un ojo sano (izquierda) y un ojo con Edema Macular

Diabético (derecha) [5].

3.2. Clasificacion del EMD
La Clasificacion Internacional El International Council of Ophthalmology (ICO) ha definido y

clasificado EMD en funcidn de sus caracteristicas, dividiéndola en los siguientes 3 grupos [6,7]:

- No EMD, donde no se presenta engrosamiento retiniano o exudados duros en la regidn
de la macula [6].

- EMD no centralizado, presentando engrosamiento retiniano en la macula que no
implica una zona de subcampo central de 1 mm o mas de diametro [6].

- EMD que involucra el centro, se presenta engrosamiento retiniano en la macula que

involucra una zona de subcampo central de 1 mm o mas de didmetro [6].

Por otro lado, tras los avances tecnoldgicos y las consecuentes mejoras de precision, la
clasificacién basada en mediciones de tomografia de coherencia dptica (OCT) surge como la

favorita de entre los oftalmdlogos. [2,8]. OCT divide EMD en 4 tipos principales:



- Edema macular diabético temprano.
- Edema macular diabético simple.
- Edema macular diabético cistoide.

- Desprendimiento macular seroso.

3.3. Incidencia del EMD
El EMD es una de las principales complicaciones de la diabetes, enfermedad que se ha llegado a
clasificar de epidemia en varios paises como Estados Unidos, India y China, debido a su elevada
prevalencia entre la poblacién [9,10]. En 2015 en el mundo existian alrededor de 415 millones
de pacientes afectados y se estima un aumento para el 2040 alcanzando los 642 millones de
personas, conduciendo asi a un aumento en RD y EMD [11]. La RD es padecida por el 25,7% de
los diabéticos [12] mientras que el EMD ocurre en alrededor del 12% de los pacientes que
padecen RD, prevaleciendo asi en aproximadamente el 3% de los diabéticos [9,12]. Por otro

lado, se ha descrito que la incidencia anual en Europa es de 4,6% en RD y 0,5% en EMD [12].

En Espafia se estima que para el afio 2030 haya aproximadamente 3.886 millones de diabéticos,
la incidencia de RD y EMD en Espafia es menor respecto Europa, siendo de aproximadamente

del 9% y 2,5% respectivamente [13].

3.4. Factores de riesgo
Existen numerosos factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de EMD, pero la diabetes es
su principal causa y esta fuertemente asociada con la severidad de la retinopatia diabética. La
hiperglicemia crénica, la duracion de la diabetes y el manejo de la diabetes son factores
importantes de riesgo para esta patologia. La hipertensién y la dislipidemia también son factores

a tener en cuenta en el desarrollo del EMD [14,15].

A su vez, existen factores de riesgo indirectos de los que la relacidon con el EMD no estd todavia
clara, entre ellos encontramos la nefropatia, la anemia, la apnea del suefio, las glitazonas vy el

embarazo [14].

3.5. Tratamientos
En las ultimas tres décadas se han desarrollado numerosos tratamientos para el EMD. Durante
muchos afos el tratamiento de eleccion fue la fotocoagulacidn con laser para la prevencion de
la pérdida de visién secundaria a EMD, debido a que era la Unica intervencién con resultados
solidos [4]. Tras observar que la diabetes aumenta la produccién de VEGF, y este lleva a un
aumento de la permeabilidad vascular y angiogénesis que desemboca en EMD [4], se siguio otro
enfoque para tratar la patologia centrado en el bloqueo de VEGF. Hoy en dia en el mercado ya

existen varios anti-VEGF como Bevacizumab®, Ranibizumab® y Aflibercept® que han sido
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aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) y por la European Medicines Agency
(EMA) para el tratamiento del EMD.

Por otro lado, se determind que la inflamacion juega un importante papel en el EMD,
produciendo leucostasis, dafio de la barrera hemato-retiniana (BHR) y aparicidon del edema. Tras
esto, los corticosteroides ganaron importancia para el tratamiento de EMD. Los corticosteroides
presentan diferentes formas de administracion y en los ultimos afios se ha estudiado la manera
de prolongar la retencién del fdrmaco en el ojo con el objetivo de reducir el nimero de
inyecciones. Para ello se han desarrollado implantes oculares de dexametasona (Ozurdex®) o de

fluocinolona acetonido (lluvien®) [4,16].

Actualmente el corticosteroide mas utilizado es Ozurdex®, el cual se recomienda en el
tratamiento de ojos pseudofaquicos, ojos previamente vitrectomizados y del EMD en los casos
en los que las terapias anteriores han fracasado [17,18], demostrando su eficacia como terapia
de segunda linea para el EMD persistente [18,19]. Las principales ventajas de Ozurdex® son su
alta solubilidad en agua que hace que mejore la carga y biodisponibilidad del farmaco, ademas

de su mayor afinidad de unién en comparacion con otros corticosteroides [20].

lluvien®, estd especificado para el tratamiento del EMD en pacientes cuyas terapias previas han
fracasado. Ha sido aprobado para el tratamiento de EMD crdnico por la FDA y por 17 paises

europeos incluyendo Espafia [18,21,22].

En conclusidn, existen diferentes tipos de tratamientos para el EMD, destacando principalmente
los anti-VEGF como los farmacos de primera linea y los corticosteroides como segunda linea [2].
Los anti-VEGF no siempre son efectivos en todos los pacientes, surgiendo asi la necesidad de
cambiar el tratamiento a los corticosteroides. Los corticosteroides son un tratamiento
prometedor debido a su efectividad, su reducido coste y su facil utilizacidn, y una mejor
comprension de sus vias moleculares podria incitar a los oftalmdlogos a utilizarlos como terapia
de primera linea [23-25]. Es por esto, que, aprovechando la necesidad de estudiar la accién de
los corticosteroides para comprender mejor su funcionamiento, se estudian en este proyecto

mediante modelizacién in silico para demostrar su potencial.

3.6. Estudios in silico
La biologia de sistemas se basa en el estudio de los procesos bioldgicos, en el que las
interacciones que influyen en el desarrollo del proceso se representan con un sistema
matematico [26]. Desde su aparicidn se ha perfilado como un método prometedor el cual es

cada vez mas utilizado en funciones como comprender mecanismos moleculares de
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enfermedades como el asma, la diabetes y el cancer entre otros [27], asi como para estudiar los

efectos moleculares de un farmaco en un contexto especifico [1].

Los estudios in silico proporcionan beneficios como una primera visién de un tratamiento,
reducido coste, evitan la utilizacién innecesaria o excesiva de animales y requieren poco tiempo
[28,29]. Asimismo, son basados en humanos y no animales, lo que permite una mejor simulacién

de lo que pasaria en un ser humano [28].

La tecnologia TPMS es un enfoque de biologia de sistemas basado en la simulacién de redes de
interaccion proteina-proteina que nos permite estudiar los mecanismos de acciéon que podrian
existir entre un farmaco y un entorno especifico [1]. Se basa en modelos de inteligencia artificial
y reconocimiento de patrones que integran todo el conocimiento biolégico, farmacoldgico y
médico disponible de repositorios publicos para crear modelos matematicos que simulan in
silico el comportamiento de la fisiologia humana. La tecnologia TPMS traza los caminos mas
probables que conducen un estimulo (fdrmaco) a una respuesta (enfermedad) a través de la red
bioldgica de proteinas humanas, identificado el conjunto de posibles MA que muestran una
respuesta fisiolégica cuando el sistema es estimulado de forma especifica. Al realizar la
representacion grafica del MA, solo se representan las rutas con mayor relevancia [1,27,30]. Esta
tecnologia ha sido utilizada con gran éxito en diferentes estudios, mostrando su eficacia en
evaluar los efectos adversos de la combinacidn de farmacos sacubitril/valsartan en el
tratamiento de los fallos cardiacos [1] y en la identificacion de alteraciones del proteoma en el

desarrollo de la diabetes tipo 2 [31], entre otros.

Por lo tanto, se utilizé la tecnologia TPMS para estudiar los corticosteroides Ozurdex® e lluvien®
en el EMD, aumentando el conocimiento sobre los corticosteroides mediante la identificacién y
comprension de su MA, con el objetivo de investigar la funcién de los corticosteroides al igual
que demostrar que los estudios in silico son un método efectivo y con gran potencial,

fomentando asi su utilizacion.
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4. HIPOTESIS

La prediccion de MA mediante modelados in silico simula la respuesta de los corticosteroides en

el EMD.

5. OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es representar y analizar el tratamiento del EMD con los
corticosteroides Ozurdex® e lluvien® mediante modelizacion in silico, Para ello se desarrollaron

los siguientes objetivos secundarios:

- Recopilarinformacion del EMD y generar un modelo que represente la fisiopatologia del
EMD, creando asi un “humano” que padece la patologia.

- Recopilar informacion molecular para simular la accion de los corticosteroides.

- Tratar el modelo con los corticosteroides y explicar, analizar y contextualizar el

mecanismo de accion por el cual los corticosteroides tratan el EMD.

12



6. METODOLOGIA

El proyecto se organizé en 3 partes, donde se comenzd recopilando informacion para luego
introducirla en el modelo y entrenarlo con el objetivo de obtener los mecanismos de acciéon

(Figura 2).

g& DIABETIC MACULAR ’ e Caracterizacion del
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Figura 2. Esquema resumen de la metodologia realizada.

6.1. Caracterizacion molecular del EMD.
Se realizé mediante la identificacion de las principales vias y procesos (“motivos”) alterados en
la patologia y la identificacion de proteinas implicadas en el desarrollo de la patologia
(“proteinas efectoras”). El EMD fue caracterizado molecularmente a través de revisiones de
literatura cientifica reunida sobre el tema. La informacidon que se encontré se utilizé para la
construccién de la red de proteinas de la enfermedad y en la generacién de los mecanismos de

accion. Para esta caracterizacion se siguieron una serie de pasos.

Se empezd realizando una busqueda sistematica sobre la patogénesis molecular y la
fisiopatologia de la afeccidn en bases de datos como PubMed {https://www.ncbi.nlm.nih.gov/}.
Para realizar la busqueda se utilizaron palabras clave para una mejor identificacién y seleccion

de articulos.

- (“diabetic macular edema”[Title] OR “diabetic macular oedema”[Title] OR “DME”[Title])
AND  (“molecular”[Title/Abstract] OR  “pathophysiology”[Title/Abstract]  OR
“pathogenesis”[Title/Abstract])
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La busqueda se realizd el dia 23 de diciembre de 2020 y se obtuvieron 146 resultados de los

ultimos 13 anos.

La literatura cientifica se revisd a nivel de titulos y resimenes vy, si se encontraba informacion
molecular que describiera la fisiopatologia, se revisaban los articulos minuciosamente
identificando procesos fisiopatoldgicos involucrados en la enfermedad. Estos procesos se

denominan “motivos” y se clasificaron en dos niveles, seglin su implicacién en la enfermedad:

- Causativos (C): motivos que estdn relacionados directamente con el inicio o
fisiopatologia de la enfermedad caracterizada.

- Manifestativo (M): motivos que son consecuencia de la patologia.

Cada proceso fisiopatoldgico se caracterizé mas a fondo a nivel de proteinas. Las publicaciones
gue se reunieron anteriormente se revisaron con el objetivo de identificar proteinas cuya

actividad o ausencia esta funcionalmente asociada con el desarrollo de la enfermedad.

En el caso de obtener una evidencia que se consideraba que no era lo suficientemente
consistente para justificar su participacion en la patologia, se realizaba una busqueda adicional
en especifica incluyendo todos los nombres de la proteina segin UniProtKB, al igual que todos
los nombres de la patologia (e.g.: ("diabetic macular edema" [Title] OR "dme" [Title] OR "diabetic
macular oedema" [Title] OR "dmo" [Title]) AND ("Interleukin-1 beta" [TITLE/ABSTRACT]) OR
"IL1B" [TITLE/ABSTRACT] OR “IL-1 beta" [TITLE/ABSTRACT] OR "Catabolin" [TITLE/ABSTRACT] OR
“IL1F2” [TITLE/ABSTRACT]). En el caso de identificar nuevos candidatos en esta fase, se incluian

como efectores. Toda esta informacidn fue recogida en un archivo Excel.

6.2. Caracterizacion molecular de los farmacos
La caracterizacion de Ozurdex® e lluvien® se realizé mediante una budsqueda en los documentos
oficiales de cada farmaco de interés en fuentes como European Medicines Agency (EMA)

(https://www.ema.europa.eu/en) vy Food and Drug  Administration (FDA)

(https://www.fda.gov/), ademas de la identificacién del Product Monograph. Una vez se

obtuvieron los documentos oficiales, se realizé una revisidon identificando informacién como
dianas terapéuticas y efectos “downstream” (proteinas cuya actividad o expresién se modifica

debido al efecto del farmaco, no son un objetivo directo del farmaco).

Posteriormente, se utilizaron bases de datos especializadas para la bisqueda de informacién de

dianas  terapéuticas tales como  DrugBank (http://www.drugbank.ca/), Stitch

(http://stitch.embl.de/) y Supertarget (http://insilico.charite.de/supertarget/).
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Tras la revisidn y recopilacidon de datos de las bases mencionadas, se continud realizando una

blusqueda sistematica de literatura en PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

La busqueda fue realizada el 2 de febrero de 2021 y se identificaron revisiones publicadas
recientemente sobre dianas conocidas y efectos “downstream” de los farmacos de interés. Las

busquedas especificas realizadas fueron las siguientes:

- Para Dexametasona: (Dexamethasone[Title/Abstract] OR ozurdex[Title/Abstract]) AND
(molecular[Title/Abstract] OR mechanism[Title/Abstract] OR target[Title/Abstract] OR
effect[Title/Abstract] OR  action[Title/Abstract]) AND (“diabetic = macular
oedema”[Title/Abstract] @ OR  DME[Title/Abstract] OR  “diabetic = macular
edema”[Title/Abstract] OR "macular edema"[Title/Abstract]), obteniendo 120
resultados de los 5 ultimos afios.

- Para Fluocinolone: ("Fluocinolone acetonide"[Title/Abstract] OR iluvien[Title/Abstract]
OR Fluocinolone[Title/Abstract]) AND (molecular[Title/Abstract] OR
mechanism[Title/Abstract] OR target[Title/Abstract] OR effect[Title/Abstract] OR
action[Title/Abstract]) AND (“diabetic macular oedema”[Title/Abstract] OR
DME[Title/Abstract] OR “diabetic macular edema”[Title/Abstract] OR "macular
edema"[Title/Abstract]), obteniendo 38 resultados de los ultimos 10 afios. Se realizd en

los ultimos 10 afios debido a la escasez de articulos en los ultimos 5 anos.

Los articulos obtenidos se evaluaron a nivel de titulo y resumen, si se encontraba informacion
molecular, los articulos se revisaban detenidamente para identificar proteinas / genes
candidatos a ser diana o efecto “downstream. Si para la evidencia de una posible diana o efecto
“downstream se consideraba que no era lo suficientemente consistente como para ser asignada
como tal, se realizaba una busqueda adicional en PubMed especificamente para el candidato.
En esta busqueda se incluian todos los nombres tanto del farmaco como de las proteinas segun
UniProtKB, (e.g. (Dexamethasone[Title/Abstract] OR ozurdex|[Title/Abstract]) AND (“CCL2” OR
“MCP1” OR “MCP-1"” OR “SCYA2"” OR “C-C motif chemokine 2” OR “Monocyte chemoattractant
protein 1” OR “Monocyte chemoattractant protein-1")). Los nuevos candidatos identificados en
esta busqueda se anadian siguiendo los mismos criterios. Toda esta informacién fue recogida en

un archivo Excel.

6.3. Generacidon del modelo matematico y representacién del mecanismo de accidn
En la segunda parte, se integré la informacion compilada de la enfermedad y de los farmacos

generandose asi un modelo. Por otro lado, se reunid e integré informacién acerca de las
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funciones de las dianas y efectos “downstream” relevantes para el farmaco, para asegurar que

el modelo contenia toda la informacidn relevante para simular la patologia de interés.

Para la generacién del modelo matematico se analizaron los enlaces alrededor de los efectores
proteicos recopilados durante la caracterizacién de la patologia, revisando que las proteinas
incluidas tuvieran enlaces con el resto de la red proteica del sistema. Para aquellas proteinas
gue no estaban correctamente ligadas, se procedié a completar la informacién por medio de
busquedas en la literatura cientifica. A su vez, se generé un mapa de interacciones para la diana
terapéutica y ciertos efectos downstream de interés, y mediante la revision de literatura, se
definieron sus funciones principales y contextualizadas con la patologia. Toda esta informacion

se empleé como restricciones para el calculo del modelo.

Finalmente, se integré toda la informacién generada tanto de las proteinas de la patologia,
dianas e informacidon mecanistica de los farmacos ademas de restricciones constituidas por los
enlaces proteicos adicionales en el sistema con la informacidn ya presente en el sistema para
generar un modelo matematico que represente la fisiopatologia del EMD y su tratamiento con

corticosteroides.

El modelo realizé una serie de predicciones produciendo un MA, el cual fue validado. El proceso
de validacidn consistié en revisar y corregir las relaciones proteicas calculadas por el modelo.
Para ello, se revisaron manualmente los enlaces generados: para cada enlace de la tanda,
primero se revisaba si el enlace constaba en la base de datos de Anaxomics, en caso afirmativo,
guedaba validado. En el caso contrario, se procedia a buscar en literatura, contextualizando el
enlace en la patologia estudiada, EMD. En caso de encontrar relacién en literatura cientifica,

qguedaba validado y en caso contrario se procedia a la eliminacién de este.

Una vez terminada la revisidon de cada tanda de enlaces, se integraron las nuevas restricciones
en el modelo y se recalcularon para generar un nuevo MA. Este se volvié a revisar para

comprobar su validez, hasta obtener la versién definitiva.
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/. RESULTADOS

7.1. Caracterizacién del EMD
Tras la revisidn de la literatura cientifica, se definieron 4 motivos diferentes para describir la
fisiopatologia del EMD, ademas de un total de 135 efectores no duplicados identificados (Tabla

1).

Tabla 1. Resumen de los motivos relacionados con el EMD

NUMERO DE
TIPO DE MOTIVO MOTIVO :
PROTEINAS
Estrés oxidativo 18
Inflamacion 33
Causativo Alteracion de la Barrera hemato-retiniana y aumento
83

de la permeabilidad vascular

Angiogénesis 38

Lo efectores de EMD recopilados fueron integrados en la base de datos de ANAXOMICS, que nos
proporciond un listado de interactores directos de los efectores que fueron representados en
una Network (Figura 3). Ademas, la Figura 3 muestra como numerosas proteinas efectoras
tienen funcién en varios motivos. Podemos observar que la tecnologia TPMS, ademas de tener
en cuenta las proteinas efectoras de la patologia, también tiene en cuenta los interactores
directos de estas, que identifica a través de la base de datos de ANAXOMICS. Por lo que se
identificaron un total de 11432 interacciones entre 2916 proteinas, de las cuales 135 son los

efectores identificados durante la caracterizacion (Figura 3).
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BHR y aumento Angiogénesis (A) . Interactores
de la Permeabilidad

Vascular (BHRPV)
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Figura 3. Interactoma de la patologia. Cada proteina fue clasificada en funcién como efectora o

interactora. En el caso de ser efectora fue clasificada en funcién de los motivos a los cuales pertenecia.

Motivos causativos (Vias fisiopatoldgicas)
Como se ha comentado, el EMD es una patologia multifactorial y compleja caracterizada por
alteraciones en la tensidn oxigénica y el estrés oncético e hidrostatico. Mientras que

molecularmente se caracteriza por una interaccidn entre estrés oxidativo (motivo 1),
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inflamacién (motivo 2), degradacion de BHR y aumento de la permeabilidad (motivo 3) y

activacion de la angiogénesis (motivo 4) conduciendo a fugas (motivos 3 y 4) (Figura 4) [15,32].

La hiperglicemia activa vias bioquimicas que llevan al estrés oxidativo y produccién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Motivo 1). Seguidamente, el estrés oxidativo activa la
produccién de diferentes citoquinas, quimiocinas, moléculas adhesivas, moléculas del
complemento y prostaglandinas aumentando asi la inflamacién (motivo 2). Todas estas
moléculas provocan la ruptura de la unidn de las células endoteliales, la pérdida de pericitos, el
engrosamiento de la membrana basal de la retina, dando como resultado un aumento de la
permeabilidad vascular que desemboca en BHR y en consecuencia en EMD (motivo 3). Con la

activacion de estos procesos, se inducen efectores angiogénicos que colaboran afectando las

estructuras vasculares promoviendo la progresion de EMD (motivo 4) (Figura 4) [15,32,33].

DIABETES

| — Cystemicrastor control)

Hypertension HYPERGLYCEMIA ——  Dyslipidemia
l Biochemical and Molecular Abnormalities
N (Polyol, AGE, PKC & Hexosamine Pathway Activation)
— Ll |
HYPOXIA ROS INFLAMMATION  |—  Steroids
Cytokines & Chemokines
(vecs m In:.g rla)ur IL-s, '_( (for OME) ]

Endothelial Cell Thickening of Leukestash
BM

J

Diabetic

Macular — [wwm)]

P

Figura 4. Desarrollo del Edema Macular Diabético

[15].

Los motivos resumidos anteriormente se han estudiado y caracterizado resultando en Ia

definicion completa de éstos.
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Estrés oxidativo

En los pacientes diabéticos la hiperglicemia provoca la formacién de radicales libres,
peroxinitrito, superdxidos y aumento de los niveles de calcio intracelular llevando a la activacion
de la 6xido nitrico sintasa endotelial (NOS2) [32]. Este incremento de reactivos oxidativos en las
células capilares de la retina tiene un efecto citotdxico provocando la muerte de los pericitos

vasculares y de las células endoteliales conduciendo al desarrollo de EMD [34-36].

La NOS2 también puede ser activada por el Factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF1A),
expresado durante la hipoxia retinal, generando 6xido nitrico (NO) el cual es requerido para el
efecto de VEGF en el EMD, VEGF a través de su receptor KDR promueve la produccion de NO
credndose asi un ciclo de activacién [32,36]. Asimismo, la hiperglicemia promueve la liberacion
de radicales libres aumentando asi la produccién de moléculas como el diacilglicerol (DAG), la
proteina activadora quinasa C (PKC) y el miembro B1 de la familia 1 de la aldoceto reductasa

(AKR1B1) [32,37], contribuyendo a la patogénesis de EMD mediante:

- Induccién/retencion de células inflamatorias en la microcirculacién ocular.
- Disminucién de la expresion de proteinas de unién célula-célula.
- Incremento de la expresion de VEGF que conduce a alteraciones de BHR e incremento

de la permeabilidad [37].

El incremento de radicales libres inducido por el estrés oxidativo provoca la activacién de
numerosas proteinas para contrarrestar el dafio. Entre estas encontramos la eritropoyetina, la

superdéxido dismutasa, varias peroxiredoxinas y la glucosa-6-fosfato 1-deshidrogenasa [38,39].

Inflamacion

Los mediadoresy las cascadas inflamatorias tienen un papel importante en la patogenia de EMD,
destacando en las etapas crénicas de la enfermedad correlaciondandose con su gravedad [35]. La
funcién principal de la respuesta inflamatoria es la de proteger contra el estrés de los tejidos,
las infecciones y las lesiones, volviendo a la homeostasis una vez resueltos los factores de estrés.
Cuando esta respuesta no se resuelve, se provoca el estrés tisular [40]. Existen numerosos
activadores de la inflamacidn, entre ellos la hiperglucemia, el estrés oxidativo y / o isquemia
provocados en las RD y EMD [32]. Se cree que la hiperglucemia es el principal iniciador de la
respuesta inflamatoria en EMD, debido a que induce cambios epigenéticos y promueve la
expresion persistente de genes relacionados con la inflamacién en las células endoteliales,
retinianas y renales, lo que da como resultado una desregulacion de la inflamacidn y, en ultima
instancia, una inflamacién crénica [40]. Por otro lado, las especies reactivas de oxigeno y los

productos finales glicosilados avanzados también activan mediadores proinflamatorios [32].
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Entre los efectores proinflamatorios activados encontramos: citosinas inflamatorias
(Interleucina-6, interleucina-8, interleucina-1 beta, interleucina-1 alpha y el factor de necrosis
tumoral), quimiocinas (quimiocina de motivo CC2, la quimiocina de motivo CC5, la quimiocina
de motivo CXC10y el factor 1 derivado de células estromales) moléculas de adhesién (molécula
de adhesién intercelular 1 y la proteina de adhesién celular vascular 1), moléculas del
complemento (componentes del complemento del 5-9) y prostaglandinas (prostaglandina G / H

sintasa 1y prostaglandina G / H sintasa 2) [35,41,42].

Estas vias proinflamatorias activan la migracién de leucocitos produciendo leucostasis que
puede conducir a la falta de perfusion capilar, hipoxia y muerte de las células endoteliales, la
cual induce la degeneracién del lecho capilar retiniano. La induccidn de hipoxia crea un
incremento de factores angiogénicos que junto a la regulacion a la baja de las proteinas de unién

del endotelio causa dafo a la BHR, microangiopatia y EMD [35,41].

Alteracion de la barrera sanguinea de la retina y la permeabilidad vascular
La progresion y fuga de liquido en el EMD se produce por cambios de permeabilidad y
alteraciones de la barrera hemato-retiniana (BHR), a través de una combinacién de anomalias

vasculares y hemodinamicas.

La BHR esta compuesta por una parte interna (los vasos retinianos) y una parte externa (la
interfaz coriorretiniana) y se mantiene estructuralmente mediante uniones estrechas. La BHR
mantiene la homeostasis de fluidos de la retina regulando el movimiento de fluidos y proteinas
desde el espacio vascular hacia la retina. Durante el desarrollo de EMD, el dafio dependiente del
estrés oxidativo y la inflamacidn, las irregularidades en la perfusion y la presién provocan

disfuncidn vascular que afecta su integridad y funcionamiento [32].

Se ha visto que VEGF es un importante factor de permeabilidad y sus receptores Receptor 1 del
factor de crecimiento endotelial vascular (FLT1) y Receptor 2 del factor de crecimiento endotelial
vascular (KDR) localizados en la vascultura retiniana, son los principales mediadores del efecto
de VEGF sobre la permeabilidad vascular y la angiogénesis patoldgica relacionada [41,43]. Estos
efectos estan mediados a través de la activacion de las isoformas de PKC que son activados por
VEGF, llevando a una regulacidn positiva de otras proteinas como la fosfolipasa A2 citosdlica que
afecta a la hemodinamica normal de la retina [32,43-45]. La activacion de VEGF y
posteriormente de las isoformas de PKC pueden ser inducidas por la angiotensina-2 y factores
de crecimiento de hepatocitos, que llevan a una reduccién en la expresion de proteinas de
unién, un aumento en la migracion e hipertrofia de pericitos y una mayor degradacién de la BHR

[32,43,45]. Otras proteinas importantes en la via de VEGF que tienen un rol importante en la
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ruptura de la BHR, en el aumento de la permeabilidad y que se han visto incrementadas en
pacientes con EMD son el factor de crecimiento placentario (PGF) [32,46] y la galectina-1

(LGALS1) [47,48].

Durante la ruptura de la BHR se ha descrito una alteracion de las uniones estrechas y la capa
endotelial, una pérdida de pericitos y un engrosamiento de la membrana basal. Todo esto
provoca la extravasacion de liquido, electrolitos y moléculas mas grandes hacia el espacio

extracelular [43,49] desarrolldndose asi el EMD.
Ruptura de las uniones celulares y la capa endotelial

La BHR estd formada por una monocapa compacta de células endoteliales que se unen entre si
mediante complejos de uniones estrechas y uniones adherentes producidas por las cadherinas
endoteliales vasculares y ocludinas (OCLN), proteinas que son reducidas por la cascada que
desencadena VEGF. Esto provoca una disminucion en uniones estrechas y uniones adherentes

gue desemboca en la degradacién de la monocapa endotelial [15,36].
Pérdida de pericitos

Durante el EMD hay una disminucién en la adhesion intercelular y una degradacién de la ldamina
basal entre los pericitos y las células endoteliales, debido a la regulacién positiva de
angiopoyetina-2 (ANGPT2) durante el EMD que desactivan las angiopoyetina-1 (TEK) y en
consecuencia a la subunidad B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFB) [36],
provocando asi una pérdida por desprendimiento o por apoptosis de pericitos y células
endoteliales [15]. Esta pérdida hace que los pericitos no puedan realizar su funcién de regular el
flujo sanguineo capilar retiniano, ademads de inducirse la proliferacion de células endoteliales

debido a la ausencia de pericitos que conduce a la formacién de microaneurismas [15].
Engrosamiento de la membrana basal

La membrana basal rodea las células endoteliales y los pericitos, proporcionando soporte
estructural, actuando como barrera de filtracion y regulando la proliferacién y diferenciacion
celular. Durante el EMD se ha descrito un engrosamiento de esta membrana, lo que aumenta su
porosidad a través de deposiciones de lamininas, colageno y fibronectinas, provocando asi una

disminucién de sus funciones [15,50].
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Angiogénesis

Durante el desarrollo y progresién de la retinopatia diabética, cambios en la hipoxia, estrés
oxidativo, inflamacidn, fugas, ruptura de vasos o permeabilidad pueden alterar el equilibrio
entre factores angiostaticos y angiogénicos, dando lugar al aumento de factores
proangiogénicos que puede inducir la remodelacion de los vasos retinianos. Todo esto, conduce
a un deterioro de la microvasculatura, microaneurismas, aumento de la permeabilidad vascular
y edema [51,52]. Entre los efectores mds importantes encontramos VEGF, PGF, VEGFB, LGALS1

y proteinas angiogénicas como ANGPT2, MET y FGF2 entre otras [49,52,53].

Las angiopoyetinas modulan la estabilidad de los vasos en el EMD a través de interacciones con
los receptores tirosina quinasa (TEK y TIE1) que se ubican en las células endoteliales. Cuando
estos receptores se activan o fosforilan, promueven la estabilidad vascular al aumentar la
supervivencia, la adhesion y la estabilidad de las uniones de las células endoteliales. Durante el
EMD, al originarse un estado hiperglucémico, o mediante una situacién de hipoxia, la ANGPT2
se regula positivamente actuando como un regulador negativo de TEK y TIE1. Esta regulacion
negativa conduce a un aumento de la permeabilidad vascular y la capacidad de respuesta al

VEGF vy a las citocinas inflamatorias [35,36].

7.2. Caracterizacion molecular de los farmacos
Durante la revision de la literatura se identificé que Ozurdex® y lluvien® afectaban a la misma
diana terapéutica, el receptor de glucocorticoides (GCR), pero presentaban diferencias
farmacocinéticas. Por otro lado, ambos compartian efectos “downstream”. Por lo que durante
la revisién no se pudo hacer una divisién entre Ozurdex® y lluvien® y se considerd que los efectos
“downstream” obtenidos son aplicables al tratamiento con corticosteroides en general (Tabla

2).
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Tabla 2. Tabla de efectos “downstream” de los corticosteroides.

Uniprot ID ‘ Nombre de la proteina ‘ Nombre del gen Efecto Referencias
Subfamilia 0 del receptor nuclear
P51843 NROB1 1 [54]
miembro 1 del grupo B
Subunidad alfa del receptor del
P04141 factor estimulante de colonias de CSF2 N [55]
granulocitos-macréfagos
Molécula de 24otive24r
P05362 ICAM1 NA [17,42,56]
24o0tive24r24al24r 1
P01584 Interleucina-1 beta IL1B N [17,55,57]
P05231 Interleucina-6 IL6 N [17,42]
P10145 Interleucina-8 CXCL8 N [55,58,59]
P04054 Fosfolipasa A2 PLA2G1B J [42,60]
P01375 Factor de necrosis tumoral TNF N [17,55,57]
Factor de crecimiento
P15692 VEGFA N [17,42,61]
24otive24r24al vascular A
P22301 Interleucina-10 IL10 M [17,62]
P35354 Prostaglandina G / H sintasa 2 PTGS2 J [63,64]
P23219 Prostaglandina G / H sintasa 1 PTGS1 N [63,64]
Factor 1 derivado de células
P48061 CXCL12 J [42]
estromales

P04083 Anexina Al ANXA1 N [21,61,65]
P07355 Anexina A2 ANXA2 N [21,61,65]
P12429 Anexina A3 ANXA3 M [21,61,65]
P09525 Anexina A4 ANXA4 M [21,61,65]
P08758 Anexina A5 ANXAS5 M [21,61,65]
P02751 Fibronectina FN1 M [66]
P15502 Elastina ELN M [66]
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Uniprot ID ‘ Nombre de la proteina ‘ Nombre del gen Efecto Referencias
Q04206 Factor de transcripcion p65 RELA NA [17,67,68]
P39060 Cadena de colageno alfa-1 (XVIII) COL18A1 J [58]
P05412 Factor de transcripcion AP-1 JUN N [17]
Q07325 Quimiocina de 250tive CXC 9 CXCL9 J [56]
P02778 Quimiocina de 250tive CXC 10 CXCL10 N [17,56]

Proteina antagonista del receptor de
P18510 ILIRN J [17]
interleucina-1
P01579 Interferén gamma IFNG N [17]
P13501 Quimiocina de 250tive CC5 CCL5 N [17]
P03956 Colagenasa intersticial MMP1 N [17]
P08253 Colagenasa de 72 kDa tipo IV MMP2 N [17]
P08254 Stromelysin-1 MMP3 N [17]
P45452 Colagenasa 3 MMP13 J [17]
P01033 Inhibidor de metaloproteinasas 1 TIMP1 N [17]
Proteina de 250tive25r 250tive25r
P19320 VCAM1 J [56]
vascular 1
P13500 Quimiocina de 250tive CC 2 CCL2 N [56]
Proteina de 25o0tiv al factor de
P08833 IGFBP1 J [58,59]
crecimiento similar a la insulina 1
Proteina 3 de 250tiv al factor de
P17936 IGFBP3 J [58,59]
crecimiento similar a la insulina
P01236 Prolactina PRL J [58,59]
P14780 Metaloproteinasa-9 de matriz MMP9 N [17,58]
P58294 Prokineticin-1 PROK1 J [58,59]
015123 Angiopoyetina-2 ANGPT2 NA [58,59]
060542 Persefina PSPN N [58,59]
P35442 Trombospondina-2 THBS2 NA [58,59]
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Uniprot ID ‘ Nombre de la proteina ‘ Nombre del gen Efecto Referencias
Factor de crecimiento de
P14210 HGF N [58,59]
hepatocitos
Q9H2A7 Quimiocina 16 con 26otive CXC CXCL16 N [58,59]
P10147 Motivo CC quimiocina 3 CCL3 J [58,59]
P25963 Inhibidor alfa de NF-kappa-B NFKBIA t [17]
(/) Inhibiciéon y (V) activacion
7.3. Relaciones moleculares entre los corticosteroides y los efectores del EMD

La Figura 5 representa el interactoma farmaco-patologico de los corticosteroides y los efectores

proteicos del EMD. Se ha identificado que los corticosteroides actuan activando su diana

terapéutica GCR, y esta accidn deriva la modulacion funcional de 47 proteinas como efectos

“downstream”. De estas proteinas se ha visto que parte de ellas son efectoras de la patologia

(aparecen coloreadas en la Figura 5), mientras que otras no son proteinas efectoras, pero se

relacionan con proteinas de varios motivos, como es el caso del factor de transcripcién AP-1

(JUN) (color gris en la Figura 5), y otras que no son proteinas efectoras y no parecen tener una

relacidon préoxima a las proteinas efectoras de DME (no representadas).
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Figura 5. Interactoma del farmaco con los efectores de EMD. Las proteinas han sido identificadas en
funcién del motivo o motivos a los que pertenecen. Aquellas que no pertenecen a la caracterizacion del

farmaco aparecen coloreadas de gris.

7.4. Identificacion del Mecanismo de Accion (MA)
Tras el andlisis del modelo, se ha obtenido una representaciéon grafica de las vias moleculares y

puntos importantes del efecto de los corticosteroides en el EMD (Figura 6).
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Corticosteroides NFEB1/NFEB2/RELA

Figura 6. Representacion grafica del mecanismo de accion mas relevante y probable de los
corticosteroides en el tratamiento del EMD. Las lineas verdes indican activacion y las lineas rojas
inhibicion.

El modelo generado contiene un total de 2955 proteinas y solo las proteinas mas significativas

matematicamente aparecen en la representacion grafica del MA (Figura 6).

Los corticosteroides son unos potentes antiinflamatorios que se unen con gran especificidad a
su diana terapéutica el Receptor Glucocorticoide (GCR) activandolo [17,69]. El GCR inhibe la
sintesis de numerosos mediadores proinflamatorios [70], ademas de inhibir otras proteinas
importantes en el desarrollo de EMD como VEGF y LGALS1. El principal objetivo de los
corticosteroides es inhibir la inflamacién, pero también se ha visto que modulan otros motivos

como la angiogénesis y en especial la alteracion de la BHR y la permeabilidad vascular.

e La angiopoyetina-2 (ANGPT2), es un factor de crecimiento que interactia con
receptores de tirosina quinasa (Tie2), localizado principalmente en células endoteliales.
La ANGPT2 es positivamente regulada en estado hiperglucémico y actia como un
regulador negativo de Tie2 disminuyendo asi la estabilidad vascular, la supervivencia
celular, la adhesidn, equilibrio de unién de las células endoteliales y en consecuencia
comprometiendo la BHR [35]. Ademds, la activacion de ANGPT2 aumenta la
permeabilidad vascular regulando positivamente a VEGF y citocinas inflamatorias,

promoviendo de esta manera la angiogénesis [35,36]. La inhibicién de ANGPT2 por los
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corticosteroides resulta en la inhibicidon de sus efectores downstream, los cuales estan

involucrados en el desarrollo de la patologia.

El factor de crecimiento vascular A (VEGF) es regulado positivamente por ANGPT2, IL-6,
IL1B y LGALS1. VEGF es una proteina que tiene un gran protagonismo debido a que
aparece en los 4 motivos descritos de la patologia [71-74]. VEGFA activa NFKB1, NFKB2,
RELA a través de KDR, modulando asi la inflamacidn, la alteracién de la BHR vy Ia
permeabilidad vascular y angiogénesis [75]. Por otro lado, al igual que la ANGPT2 y HGF,
activa la SRC [71,76], la cual estd implicada en la alteracion de la BHR y la permeabilidad
regulando negativamente las OCLN, suprimiendo asi las uniones adherentes y
promoviendo el desarrollo de la patologia [77,78]. Se ha visto que VEGF tiene un efecto
sinérgico con ANGPT2 por lo que se activan el uno al otro [79]. Debido al gran
protagonismo de esta proteina en la patologia, es importante su inhibicion mediante los

corticosteroides para tratar la enfermedad.

Los factores nucleares-kB, NFKB1, NFKB2 y RELA, estan implicados en la inflamacion de
la patologia [80], son intermediarios de la via de VEGF, activando proteinas
proinflamatorias como CCL2, MMP-1, MMP-3, MMP-9, VCAM-1, TNFa, IL-6, PGH2 vy IL-
8 [75,81]. Ademas de estar activados por VEGFA, también son activados por IL1A [82].
Tras la inhibicién de VEGF por los corticosteroides, estas son reguladas negativamente

debido a que son sus intermediarios.

La interleucina-8 (IL-8) al igual que la interleucina-6 (IL-6), son citocinas inflamatorias
que se expresan cuando hay un incremento del estrés oxidativo, especies reactivas de
oxigeno y productos finales glicosilados avanzados en la diabetes. Siendo activadas por
NFKB1/NFKB2/RELA [83]. Estas proteinas junto a otras citoquinas, quimiocinas y
moléculas de adhesidn inducen la migracién de leucocitos, resultando en leucostasis.
Esto causa la muerte de células endoteliales, la ruptura de la BHR y en definitiva el EMD.
La IL1B, es una citoquina inflamatoria que actua igual que la IL-8 e IL-6, induciendo la
leucostasis y en consecuencia desarrollando EMD [35]. IL1B es activada por
NFKB1/NFKB2/RELA e induce la activacion de la Galectina-1 (LGALS1) a través del IL1R1
y de la activacion de las vias ERK1/2 y PI3K [48]. El factor de necrosis tumoral (TNFa)
causa leucostasis retinal, quimioatraccion de monocitos y regulacion positiva de
moléculas adhesivas como la ICAM-1 [84], por lo cual una sobreexpresion de este por la

NFKB1/NFKB2/RELA induce la ruptura de BHR [15]. Estos mediadores inflamatorios son
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regulados negativamente gracias a la accién de los corticosteroides inhibiendo la accién

de sus activadores.

La galectina-1 (LGALS1), es un factor angiogénico inducido por IL1B a través de la
sefializacion de ERK1/2 y PI3K [48]. LGALS1 promueve la proliferacion y migracion de
células endoteliales por la unién directa a NRP-1, sirve como receptor para mediar la
permeabilidad vascular [85] y activa proteinas como las metaloproteinasas a través de
la IL1A [86]. Esta tiene varias vias, como la regulacién positiva de CCL2, de ICAM-1, IL1A
y finalmente de PGH2 por lo que podemos observar que esta involucrada en la ruptura
de la BHR y permeabilidad al igual que en la angiogénesis [86,87]. Gracias a la accién de
los corticosteroides se inhibe esta proteina mediante el GCR, inhibiendo asi un punto

importante dentro de la patologia.

La quimiocina de motivo CC2 (CCL2), es regulada positivamente por LGALS1 NFKB y esta
sobreexpresada en pacientes con EMD. CCL2 esta implicada en la permeabilidad
vascular retiniana y en la infiltracién de monocitos. Los monocitos infiltrados secretan
citoquinas y factores de crecimiento como VEGF, ANGPT2, TNFa, MMP-2 y MMP-9
alterando asi la BHR. Al igual que IL-8 y IL-6, CCL2 actua junto con otras citoquinas,
quimiocinas y moléculas de adhesién desarrollando EMD [15,48]. La inhibicién de

LGALS1 y NFKB por los corticosteroides resulta en la regulacion a la baja de la CCL2.

La molécula de adhesion intracelular-1 (ICAM-1), es un marcador de inflamacion
producido y expresado en la superficie endotelial. Esta produce obstruccién capilar
mediante la adhesion de leucocitos y las células endoteliales. Por lo que el control
negativo de esta proteina ayudaria a reducir la inflamacidn y la permeabilidad vascular
que se desarrolla en el EMD [35,43]. Se ha visto que ICAM-1 estd regulada positivamente
tanto por TNFa [88] como por LGALS1, que la activa a través de VEGFR2. La inhibicidn
de esta proteina gracias a la regulacion negativa de las vias disminuye la inflamacién a
través de los corticosteroides, mantiene la BHR y mejora la angiogénesis ocular,

evitando asi el desarrollo del EMD [87].
La interleucina 1 alpha (IL1A) es un mediador de la inflamacién que se sobreexpresa a
través de LGALS1. La regulacidn positiva de IL1A induce la expresion de

metaloproteinasas, en especial de la MMP9 la cual interfiere en la inflamacidn, en la
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ruptura de BHR y angiogénesis conduciendo asi al desarrollo del EMD [41,86,89].
Finalmente, también se ha visto que la IL1A regula positivamente la cascada de
NFKB1/NFKB2/RELA a través del IL1R, produciendo asi una mayor expresion de
moléculas inflamatorias y regulando positivamente el EMD [90]. Por lo que su inhibicién

con los corticosteroides regula negativamente estas vias.

PGH2, también llamado COX-2, es la prostaglandina G/H sintasa 2, la cual esta
involucrada en el proceso de inflamacion dentro del EMD [91]. La regulacién positiva es
a través de la LGALS1 y conduce al desarrollo del EMD [92]. Esta al igual que los
reguladores inflamatorios mencionados anteriormente son regulados negativamente
mediante los corticosteroides, siendo la inflamacién el objetivo principal de estos

farmacos.

Otra via que toma GCR es la de inhibir la fosfolipasa citosdlica A2 (PLA2G4A), una
proteina que es activada en el EMD a través de la activacion de las isoformas de la
proteina quinasa (PKC) [44]. Los corticosteroides mediante la inhibicion de PLA2G4A
bloquean la via del acido araquiddénico, regulando a la baja los tromboxanos,
leucotrienos y prostaglandinas. Mediante este bloqueo con los corticosteroides se
provoca un aumento de las uniones estrechas en el endotelio capilar, una mejor
oxigenacion en la retina y en consecuencia una mejora en la BHR evitando asi el

desarrollo de la patologia [44,70].

La claudina-5 (CLDN5) y la ocludina (OCLN) son proteinas transmembrana que participan
en las uniones estrechas y adherentes. Son activada por GRC tras utilizar los
corticosteroides [15,93]. Estas se copolimerizan con otras claudinas y ocludinas
activandose entre ellas [36,94]. Durante el desarrollo de la patologia estas son reguladas
negativamente por la SRC, comprometiendo asi las uniones estrechas y adherentes y
produciendo una ruptura en la BHR [77]. Los corticosteroides han mostrado que pueden
regular esta via positivamente a través de la regulaciéon negativa de HGF y ANGPT2

[71,76].
El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) juega un importante papel en la
permeabilidad y angiogénesis. Este es expresado bajo condiciones de hipoxia y junto

con sus receptores es expresado en las células endoteliales de la retina. Su efecto a
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través de la via de las PI3K y las MAPK reduce la expresién de claudinas y ocludinas
promoviendo asi la ruptura de BHR, la angiogénesis y en definitiva el EMD. Bloqueando
esta via a través de los corticosteroides se mejora las uniones estrechas mediante la

regulacién positiva de claudinas y ocludinas [32].

La Proto-oncogén tirosina-proteina quinasa SRC (SRC) se ha visto que esta regulada
positivamente tanto por la VEGF (a través de KDR) como por ANGPT2 y HGF. [71,76].
Esta altera negativamente las uniones estrechas y adherentes a través de la regulacién

negativa de la proteina de unién estrecha Z0O-1 (ZO-1) y CLDN5/OCLN [77].
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8. DISCUSION

El EMD es una patologia que afecta a un gran numero de pacientes, provocando pérdida de
visidn y ceguera. La gran mayoria de los estudios se centran en los anti-VEGF, los cuales se
utilizan como farmacos de primera linea pero que no siempre son efectivos [2—4]. Es por eso por
lo que es necesario ampliar los conocimientos de los fdrmacos de segunda linea (Ozurdex® e
lluvien®) para comprender su funcionamiento, fomentando asi su utilizacién. Desde su
desarrollo y comercializacion, se han realizado numerosos estudios evaluando sus efectos
fisiopatoldgicos, asi como la farmacocinética y farmacodinamica, en especial de Ozurdex®

[18,19]. Sin embargo, pocos estudios han intentado explicar sus vias de senalizacion.

La biologia de sistemas cada dia es mas utilizada y nos permite estudiar los mecanismos de
accion de los farmacos en los contextos de una patologia de una forma sencilla, barata y rapida
[28,29]. Por esto, el presente estudio fue disefiado utilizando una estrategia basada en biologia
de sistemas, con el objetivo de demostrar su gran potencial y eficacia. Se utilizé una combinacién
de datos clinicos y bibliograficos para la identificacion de las vias de sefializacién principales por
las que los corticosteroides modulan el EMD. Hasta donde conocemos, este es el primer trabajo
gue estudia la accidon de los corticosteroides en el EMD mediante la utilizacién de la biologia de
sistemas. Estudios previos de utilizacién de corticosteroides en pacientes con EMD, ademds de

la accion de los corticosteroides en otros contextos, han contribuido al desarrollo del trabajo.

En el presente estudio, se ha descrito al detalle tanto el EMD como los farmacos Ozurdex® e
lluvien®, los cuales han sido tratados como un conjunto (corticosteroides). Gracias a la
informacidn recopilada se ha obtenido una representacién del MA por el cual los
corticosteroides modulan el EMD (Figura 6). La figura muestra los mecanismos moleculares con
mayor probabilidad de modular el EMD. Es necesario decir que no todos los genes o proteinas
que se calcula que estdn implicados en el MA estan representados, solo los mas
matemadaticamente relevantes, al igual que también es destacable que el modelo integra
restricciones definidas manualmente y usa informacion de bases de datos oficiales, pero aun asi

es imposible asegurar la certeza de todos y cada uno de los enlaces que se originan.

Como es evidente, en el estudio hemos determinado que los corticosteroides inhiben la
inflamacidn al reducir los niveles de las proteinas proinflamatorias. La inflamacion se ha descrito
como un importante mecanismo en el desarrollo y progresién de EMD [35]. La diana terapéutica
de los corticosteroides (GCR), regula negativamente las proteinas VEGF, NFKB1, NFKB2, RELA,
IL-8, IL-6, IL1B, IL1A, TNFa, CCL2, ICAM1, y PGH2, las cuales hemos descrito como causantes de

la inflamacién, datos que fueron reportados anteriormente por otros autores [2,95]. Esta
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regulacién negativa de las vias proinflamatorias evita la activacion de la migracién de leucocitos,
la leucostasis, la hipoxia y muerte celular endotelial, la degradacién del lecho capilar retiniano y
la regulacién a la baja de las proteinas de unién estrechas y adherentes, implicadas en la
alteracion de BHR y permeabilidad vascular y en la angiogénesis [32,35,41,96]. Estos resultados
concuerdan con estudios previos, en los que se ha descrito la implicacidn de los corticosteroides

en la inflamacion [70,95].

Las proteinas VEGF y LGALS], las cuales se han clasificado como importantes en el desarrollo del
EMD, son reguladas a la baja por los corticosteroides [2,97]. VEGF modula los 4 motivos descritos
para el EMD, datos que concuerdan en articulos de la caracterizacién del EMD [35,49,59],. Por
otro lado, LGALS1, activado por ILB1, modula la alteracién de la BHR y aumento de la
permeabilidad y la angiogénesis [85,97]. Un estudio ha llegado a documentar la inhibicién de
LGALS1 por GCR a través de la ILB1 [97], pero sin llegar a profundizar en las consecuencias que
conlleva la inhibicién de esta proteina, la cual, como hemos descrito, esta implicada en la
regulacién positiva de CCL2, ICAM-1, IL1A, VEGF y PGH2. La inhibicién de estas proteinas es por

tanto relevante para el tratamiento de EMD.

Durante el EMD las proteinas proinflamatorias y en especial las proteinas VEGF y LGALS1 se
encuentran sobreexpresadas produciendo una alteracién en la BHR y la permeabilidad vascular
[32,43,48]. En el presente estudio se ha descrito que las proteinas VEGF y LGALS1 regulan
positivamente proteinas como CCL2, PLA2G4A y ICAM-1, las cuales son responsables de la
alteracion de la BHR y la permeabilidad vascular. GCR las regula negativamente, mejorando asi
la BHR [56,60]. Dos autores han descrito este motivo de permeabilidad vascular, mostrando que
es regulado por GCR mediante la inhibicién de las proteinas VEGF, ICAM-1 y CCL2 [56,98].
Nosotros hemos ido un paso mas alla, describiendo con mayor detalle la regulacién de este
motivo, y hemos determinado que es regulado mediante 2 vias. En la primera GCR inhibe VEGF,
ANGPT2, HGF y en consecuencia SRC, evitando que SRC inhiba las CLDN5/OCLN, manteniendo
asi la BHR. La segunda via, es, mediante la regulacion positiva de las proteinas CLDN5/OCLN a

través del GCR, mejorando la integridad de la BHR.

La angiogénesis en el EMD esta principalmente regulada por VEGF, PGF, VEGFB y LGALS1. Tanto
VEGF como LGALS1 se han visto reguladas en el MA generado, que junto a la regulacién de otras
proteinas como ANGPT2 y HGF, se observa una regulacidn negativa de la angiogénesis por parte
de los corticosteroides [99,100]. Ademas, se ha determinado que las vias proinflamatorias estan
involucradas en la regulacion positiva de la angiogénesis, cosa que también han determinado en

un estudio previo utilizando ratones [100].
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Finalmente, el MA ha mostrado una ligera regulacién del estrés oxidativo mediante la regulacion
negativa de VEGF y su receptor KDR, ademds de la MMP9 a través de la IL1A. Como se ha descrito
en los motivos, VEGF produce NO a través de KDR, contribuyendo asi al estrés oxidativo. Estos
datos son respaldados por un estudio en el que se documentd la participacidon de VEGF en el

EMD [32].

Una de las principales limitaciones de este estudio, es que no se ha modelado la farmacocinética
y la estrategia basada en la tecnologia TPMS que hemos seguido no utiliza datos sobre la dosis
del fdrmaco o la cantidad de expresidn de las proteinas. La cuantificacion de la disponibilidad de
farmacos en el tejidos diana seria interesante de simular, debido a que se trata de implantes
intravitreos, una féormula que deberia de ser beneficiosa respecto a otras formas de

administracion.

Por otro lado, se pretendia caracterizar por separado Ozurdex® y lluvien®, pero debido a que
durante la revision se identificé que ambos afectaban a la misma diana terapéutica y compartian

efectos “downstream”, se consideraron ambos farmacos como corticosteroides en general.

9. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Debido a que la caracterizaciéon del EMD ya esta realizada, seria necesario continuar realizando
estudios in silico para esta patologia. Se podrian investigar los efectos secundarios que van
acompafiados con la utilizacion de los corticosteroides, para poder buscar soluciones y
controlarlos, demostrando la eficacia de los estudios in silico en el ambito de los efectos
secundarios. Por otro lado, se podria realizar una comparacién con los tratamientos de anti-
VEGF para evaluar sus diferencias y obtener un mayor conocimiento de los tratamientos de esta
patologia. Finalmente, se podria intentar investigar las vias/razones por las cuales algunos de

los pacientes no responden a los tratamientos del EMD.
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10. CONCLUSION
Mediante la realizacién de las caracterizaciones y posterior creacién del modelo hemos podido
estudiar la accion de los corticosteroides en el EMD, obteniendo predicciones detalladas de las

vias de sefializacién moduladas por la terapia de estudio.

En el presente estudio hemos demostrado que los corticosteroides ademds de inhibir la
inflamacidn también modulan la alteracion de la BHR y permeabilidad vascular, la angiogénesis

y ligeramente el estrés oxidativo.

Hemos demostrado la alta eficacia que presentan los modelos in silico al predecir el MA del
tratamiento del EMD con corticosteroides. Gracias a nuestro andlisis se ha generado con gran

detalle una representacion de las vias relevantes de los corticosteroides en el EMD.
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11. AUTOEVALUACION

Durante mis 4 afios de formacidon como biotecndlogo he podido explorar todas las ramas de la
biotecnologia, y tras esto, he comprendido que lo que mds me llama la atencidn y mas me llena
es la rama de la bioinformatica. Cuando tan solo estaba buscando las practicas, contacté con mi
profesor Gerard Pujadas mostrandole miinterés en realizar practicas en bioinformatica, a lo cual

el me ayudd buscandome las practicas en Anaxomics.

Durante mis primeros dias en Anaxomics estuve algo sorprendido, debido a la gran cantidad de
trabajo que tenia y el gran nimero de protocolos nuevos que debia de tener en cuenta.
Conforme avanzaban los dias aprendia cosas nuevas y me iba integrando cada vez mas y mas en
el mundo laboral, haciendo sentirme bien conmigo mismo debido al trabajo que realizaba dia a

dia.

Debido a la situaciéon actual, mi estancia en la empresa ha sido algo diferente. Nos hemos tenido
que adaptar ambos al formato de “teletrabajo”. Aunque no he tenido la oportunidad de realizar
las practicas presencialmente, considero que he podido aprovechar al maximo la oportunidad y

he podido adquirir gran cantidad de conocimientos.

Gracias a esto, mis habilidades en biologia de sistemas han aumentado considerablemente
debido al conocimiento que he adquirido durante mi estancia. He aprendido a recopilar gran
cantidad de informacidn, analizarla de forma rapida y eficaz, desarrollar imagenes, gestionar los
proyectos y sobretodo he aprendido a adaptarme a las situaciones que se van originando,

desarrollando mi capacidad de adaptacidn y resolucion de problemas.

En conclusion, esta experiencia me ha hecho crecer como persona, pero también como

investigador, ayuddndome a escoger que camino quiero tomar en mi futuro.
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Jo, Vitaliy Kogut, amb DNI 55486363, séc coneixedor de la guia de prevencié del plagi a la URV
Prevencio, deteccié i tractament del plagi en la docéncia: guia per a estudiants (aprovada el juliol
2017) (http://www.urv.cat/ca/vidacampus/serveis/crai/que-us-oferim/formacio-
competencies-nuclears/plagi/) i afirmo que aquet TFG no constitueixen cap de les conductes
considerades com a plagi per la URV.

Tarragona, 01 de junio de 2021
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