MEDICINA TRASLAZIONALE

a cura di Lorella Marselli

Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale, Universita di Pisa

L'umor vitreo nella sararezzola, Alessandra Loda
Retinopatia Diabetica Dipartimento di Medicina Molecolare e Traslazionale, Universitd degli
. . . . . Studi di Brescia
Proliferante: implicazioni
traSIaZionali DOI: https://doi.org/10.30682/ildiazoo2f

L'UMOR VITREO

La struttura interna dell’occhio é costituita da due cavita piene di liquido che svolgono un ruolo vitale nel manteni-
mento delle funzioni oculari: la camera anteriore e la camera posteriore. La camera anteriore, al cui interno si trova
l'umor acqueo, € costituita dallo spazio trala cornea e la lente. La camera posteriore é costituita dallo spazio trala lente
e la retina ed e occupata dall'umor vitreo, il quale, a differenza dell'umor acqueo, non subisce un regolare processo di
ricircolo e drenaggio (Fig. 1). Lumor vitreo e un delicato gel trasparente composto da acqua (99%), sali (0,9%) e in mini-
ma percentuale da proteine e polisaccaridi, principalmente collagene e glicosaminoglicani. Sebbene sia considerato
per lo pitt un fluido acellulare, rari ialociti sono stati identificati al suo interno (1).

Dal punto di vista anatomico, il vitreo costituisce una struttura sferica circondata dalla retina, dalla lente e dalla pars
plana dell’occhio che puo essere suddivisa in quattro regioni: il vitreo centrale, il vitreo basale, la corteccia vitreale e
la zonula (Fig. 1) (1). A causa delle differenze nella concentrazione e nell’'orientamento delle fibre di collagene, ogni
regione mostra una diversa viscoelasticita. La corteccia vitreale posteriore, detta anche interfaccia vitreo-retinica,
e generalmente considerata il “centro metabolico” del vitreo ed é attaccata alla retina tramite macromolecole quali
laminina, fibronectina, glicosaminoglicani ed altre componenti della matrice extracellulare.

LA RETINOPATIA DIABETICA

Il diabete mellito ¢ la malattia metabolica piu diffusa al mondo e rappresenta un’emergenza globale in continua cresci-
ta (2). Le complicanze vascolari del diabete sono classicamente suddivise in macrovascolari e microvascolari. Le com-
plicanze microvascolari comprendono la neuropatia, la nefropatia e la retinopatia diabetica. Questultima costituisce
la principale causa di cecita nella popolazione in eta lavorativa nel mondo occidentale (2).

Per poter prevenire o arrestare lo sviluppo della RD é in primo luogo raccomandata una corretta gestione dei classici
fattori dirischio (quali iperglicemia ed ipertensione). Per quanto riguarda invece le fasi tardive della RD, gli interventi
terapeutici disponibili sono costituiti da trattamenti laser, iniezioni intravitreali di corticosteroidi o di farmaci volti
a bloccare il fattore di crescita dell'endotelio vascolare (VEGF) e la chirurgia vitreo-retinica. Tali trattamenti non sono
tuttavia scevri da effetti collaterali e non sempre sono dotati di un’efficacia apprezzabile (3). Lo studio della patogenesi
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Figural1 @ Rappresentazione schematica dell’occhio umano.
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Lumor vitreo e localizzato nella camera posteriore dell'occhio, nello spazio compreso tra la lente e la retina

della RD e la sua progressione da RD non proliferante (RDNP) a proliferante (RDP) rimane pertanto di importanza fon-
damentale per lo sviluppo di strategie terapeutiche precoci e di maggiore successo.

Le prime alterazioni tipiche della RD sono costituite dall'insorgenza di microaneurismi. Progressivamente la malattia
puo evolvere verso una RD moderata e grave, caratterizzata dalla presenza di essudati, emorragie, aumento del calibro
venoso ed infine neovascolarizzazione (4).

La RDNP include uno spettro di modificazioni intraretiniche strutturali e funzionali. In questa fase possono verifi-
carsi eventi patologici quali I'ispessimento della membrana basale dei vasi sanguigni e la perdita dei periciti, seguiti
poi dalla perdita delle cellule endoteliali stesse. Questo processo di vasoregressione costituisce la risposta patologica
primaria della retina all'iperglicemia cronica e dara successivamente avvio all'instaurarsi di una condizione di ische-
mia retinica in grado di stimolare una risposta neovascolare secondaria, che porta alla RDP (5). Altre importanti ma-
nifestazioni della RDNP sono costituite dalla presenza di emorragie retiniche e di anomalie a carico della struttura
microvascolare intraretinica (AMIR), le quali consistono nella presenza di microvasi intraretinici tortuosi e dilatati, la
cui gravita rappresenta un fattore di rischio per la progressione verso la fase proliferante (6). I cambiamenti strutturali
a carico del microcircolo retinico sono spesso associati alla rottura della barriera emato-retinica. La maggiore permea-
bilita dei vasi che ne consegue comporta 'accumulo di fluido a livello della macula, provocando cosi l'edema maculare
diabetico (EMD), un’ulteriore causa di perdita visiva che puo verificarsi in qualsiasi stadio della retinopatia (7). Il man-
tenimento di un basso grado di inflammazione, sostenuto dall'intervento di molecole pro-infiammatorie, contribui-
sce a danneggiare i vasi retinici ed a sostenere 'EMD (8). Lo studio epidemiologico “Wisconsin” sulla RD stima che il
20% dei pazienti affetti da diabete di tipo 1 e il 25% di quelli affetti da diabete di tipo 2 sviluppi EMD dopo 10 anni dalla
diagnosi di diabete (9). Nonostante 'EMD possa verificarsi anche in assenza di altri segni di microangiopatia, questa
lesione é spesso associata alla presenza di essudati che si formano come conseguenza di perdite localizzate da parte dei
vasiretinici. Nella RD se ne distinguono due tipologie. L'essudato molle (o cotonoso) si manifesta a livello delle regioni
retiniche soggette ad ischemia localizzata, appare come un’area tonda, di colore grigio e dai bordi non ben definiti.

139



MEDICINA TRASLAZIONALE

Lessudato duro é invece composto principalmente da lipidi e proteine, quali la fibrina, e si manifesta in zone interes-
sate da microaneurismi, esso appare come una macchia di colore giallo dai margini solitamente distinti (10).

La RDNP puo evolvere in RDP in una percentuale significativa di pazienti (11). Sebbene le attuali classificazioni della
RDNP non consentano di predire il rischio di una progressione pitt o meno rapida verso la RDP o 'EMD (12), la gravita
e le caratteristiche della retinopatia al momento della diagnosi [ad esempio la presenza di AMIR (13)] possono assume-
re significato prognostico. La RDP é solitamente considerata un disturbo vascolare. Tuttavia, anche il vitreo subisce
alterazioni strutturali e molecolari nel paziente diabetico e tali alterazioni esercitano un impatto significativo nello
sviluppo e nella progressione della malattia; si puo parlare pertanto di “vitreoretinopatia diabetica” (14). Inoltre, il
processo di neovascolarizzazione tipico delle fasi avanzate della RDP si verifica generalmente a livello dell'interfaccia
vitreo-retinica. I vasi di neoformazione crescono infatti sia all'interno sia sulla superficie della retina, infiltrando cosi
la corteccia vitreale e contribuendo alla trazione esercitata dal vitreo sulla retina stessa (15).

Come descritto successivamente, le alterazioni retiniche e sistemiche che si verificano nei pazienti diabetici possono
provocare cambiamenti molecolari del vitreo che, a loro volta, possono esercitare effetti patologici sul tessuto retinico.
In effetti, durante la RD 'umor vitreo rappresenta una sorta di “serbatoio” contenente molecole in grado di mediare
segnali paracrini patologici per le cellule della retina. Il ciclo di produzione/degradazione di queste molecole all'inter-
no del vitreo e sconosciuto, ma sembra che la potenza e la durata dell’effetto di tali mediatori sia maggiore soprattutto
nella zona della macula, probabilmente a causa delle caratteristiche strutturali dell'umor vitreo stesso (16).

ANGIOGENESI E INFIAMMAZIONE NELLA RETINOPATIA DIABETICA

Con il termine angiogenesi si definisce il processo di formazione di nuovi vasi a partire da vasi preesistenti. Si tratta
di un fenomeno complesso che si svolge in piu fasi, dove le cellule endoteliali rivestono un ruolo centrale. L'angioge-
nesi richiede l'interazione tra diversi tipi di cellule, fattori solubili, recettori sulla superficie cellulare e componen-
ti della matrice extracellulare (17). In breve, durante I'ipossia, il rilascio di fattori di crescita angiogenici (tra cui il
VEGCF) provoca il distacco dei periciti dalla parete del vaso e l'allentamento dei contatti giunzionali intercellulari tra
le cellule endoteliali, con conseguente aumento della permeabilita vascolare (17). Oltre al VECF, diverse altre molecole
pro-angiogeniche contribuiscono attivamente alla permeabilita vascolare grazie alla loro capacita di indurre la fosfo-
rilazione del recettore per la caderina di tipo endoteliale (VE-caderina) e di alterare le giunzioni aderenti, consentendo
l'extravasazione delle proteine seriche. La stimolazione indotta dai fattori angiogenici fa si che le cellule endoteliali
quiescenti acquisiscano il caratteristico “fenotipo pro-angiogenico”, modifichino la loro morfologia e siano indotte a
proliferare e migrare nello stroma seguendo il gradiente di concentrazione dello stimolo angiogenico (18). Attorno ai
capillari neoformati viene successivamente depositata una nuova membrana basale e vengono reclutati periciti e cel-
lule muscolari lisce al fine di consentire la completa maturazione dei nuovi vasi sanguigni. Una volta concluso questo
processo, la produzione di fattori angiogenici diminuisce ed il flusso sanguigno stesso induce un ulteriore rimodella-
mento vascolare, riportando le cellule endoteliali allo stato di quiescenza (19).

Diverse patologie oculari che comportano cecita, quali ad esempio la retinopatia del prematuro, l'occlusione venosa
retinica e la RD, sono caratterizzate da una angiogenesi retinica deregolata e patologica. Nel paziente diabetico l'ele-
vato livello ematico di glucosio induce I'attivazione di numerosi segnali intracellulari nell’endotelio, determinando
non solo un aumento dello stress ossidativo coinvolto nell’avvio di processi di neurodegenerazione precoce, ma anche
l'attivazione di risposte infiammatorie e lo sviluppo anomalo di nuovi vasi sanguigni (Fig. 2) (8). Inoltre, il manteni-
mento di condizioni iperglicemiche contribuisce a rendere disfunzionali i mitocondri retinici, con conseguente incre-
mento dei livelli di ione superossido, il quale e responsabile dell'induzione di danno al DNA e della morte delle cellule
endoteliali per apoptosi (20). La perdita dei periciti retinici rappresenta un’ulteriore caratteristica della RD ed a tale
fenomeno sono attribuibili la degenerazione delle cellule endoteliali, la modificazione della struttura microvascolare
e l'alterazione della capacita di perfusione.
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Figura2 @ Principalifattoriindotti dall’'iperglicemia e coinvolti nella patogenesi della RDP
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Liperglicemia causa l'attivazione della proteina-chinasi C (PKC), delle vie dei polioli e delle esosamine, I'incremento della produzione di prodotti della
glicazione avanzata (AGEs) e di specie reattive dell'ossigeno, l'attivazione della Poli(ADP-ribosio) Polimerasi (PARP) e I'attivazione del sistema renina-
angiotensina. Cio determina un aumento dello stress ossidativo, il quale a sua volta induce neurodegenerazione, attivazione della risposta infiam-
matoria ed angiogenesi. Questifattori contribuiscono all'insorgenza delle alterazioni strutturali e funzionali che siverificano durante la progressione
dellaRDP

A queste disfunzioni indotte dall'iperglicemia, e comunemente considerate come la causa principale dell'insorgen-
za della RD, seguono ulteriori eventi, quali 'inspessimento della membrana basale endoteliale, I'incremento della
permeabilita vascolare, la stimolazione di una potente risposta inflammatoria e l'instaurarsi di una condizione di
ischemia. E possibile inoltre che in questo stadio si verifichino alterazioni a carico del flusso sanguigno retinico, seb-
bene lo studio di tali alterazioni abbia condotto a risultati contrastanti. Sembra infatti esistere una correlazione tra
la presenza di elevati livelli ematici di glucosio e I'incremento del flusso sanguigno nei vasi della retina, come dimo-
strato in pazienti affetti da diabete di tipo 1 con RD moderata valutati prima dell’assunzione della dose mattutina di
insulina; in condizioni di euglicemia il flusso sanguigno retinico dei medesimi pazienti tende invece a normalizzarsi
(21). E stato osservato inoltre un incremento del flusso sanguigno retinico anche in pazienti affetti da diabete di tipo 1
con retinopatia in stadio avanzato, indipendentemente dai livelli ematici di glucosio, dall’eta, dal sesso, o dalla durata
della malattia (22). Tuttavia, nei pazienti con RDP trattati mediante fotocoagulazione panretinica si registra una si-
gnificativa diminuzione del flusso ematico retinico (23). Altri studi hanno invece rilevato una riduzione nella velocita
del flusso ematico retinico in pazienti diabetici in fase precoce di RDP, mentre non sono state riportate variazioni in
pazienti con diabete di tipo 1 con controllo glicemico ottimale (24). Questi risultati contradditori potrebbero essere la
conseguenza di tecniche di misurazione non sufficientemente sensibili e riproducibili. In futuro sara possibile ottene-
re risultati pit informativi grazie all'utilizzo dell'angiografia a tomografia a coerenza ottica (OCT), una metodica che
consente la misurazione del flusso sanguigno nei vasi retinici.

Sebbene la microcircolazione retinica sia iper-permeabile, nella retina diabetica possono verificarsi micro-occlusioni
dovute all’adesione dei leucociti alle cellule endoteliali; questo fenomeno risulta facilitato dall'incremento dell’espres-
sione delle molecole di adesione intercellulare di tipo 1 (ICAM-1) sulla superficie delle cellule endoteliali (25). La com-
promissione della perfusione retinica si associa ad un incremento nei livelli del fattore indotto dall’ipossia di tipo 1
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Figura3 @ Principalifattoriindotti dall'iperglicemia e coinvolti nella patogenesi della RDP
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Durante la malattia diabetica possono insorgere modificazioni sistemiche e retiniche che determinano lo sviluppo di alterazioni a carico dell'umor
vitreo. Tali alterazioni possono esercitare un effetto patologico sulla retina diabetica, attivando un circolo vizioso che contribuisce alla progressione
dellaRD. L'analisidel vitreo RDP contribuira al raggiungimento di una maggiore comprensione della patogenesidella RD, consentendo I'identificazio-
ne di marcatori biologici utili al monitoraggio della risposta del paziente alla terapia. La valutazione degli effetti del vitreo RDP sulle cellule bersaglio
consentirainoltre di ottenere dati preclinici rilevanti al fine di identificare nuovi composti farmacologici peril trattamento della RDP

(HIF-1a), il quale risulta elevato nel vitreo dei pazienti affetti da RDP (26). Nella retina HIF-1a induce I'incremento
dell’espressione di diverse citochine, chemochine e fattori di crescita, determinando l'attivazione del processo di an-
giogenesi. Tra queste molecole figurano VEGF, eritropoietina, il fattore di crescita insulino-simile di tipo 1 (IGF-1), il
fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), il fattore di crescita dei fibroblasti di tipo 2 (FCF2), il fattore di crescita
derivato dalle cellule stromali di tipo 1 (SDF-1a/CXCL12), il fattore di crescita tumorale (TNFa) e diverse interleuchine
(IL) (27). Oltre alla produzione di molecole pro-angiogeniche, é possibile osservare anche una significativa diminuzione
dell’espressione degli inibitori dell’'angiogenesi. A tal proposito, nei fluidi oculari dei pazienti diabetici si riscontrano
livelli minori di angiostatina e del fattore derivato dall’epitelio pigmentato (PEDF) (28). Questo squilibrio conduce allo
sviluppo di una rete di vasi sanguigni di nuova formazione e privi di supporto da parte di uno stroma fibroso o gliale
che prende il nome di “membrana neovascolare”.

Angiogenesi e inflammazione sono processi strettamente correlati tra loro (29). Le cellule dell'infiammazione possono
infatti produrre citochine pro-angiogeniche, fattori di crescita e proteasi che contribuiscono alla formazione di nuove
strutture vascolari nel sito infiammato (30). A sua volta, l'attivazione delle cellule endoteliali microvascolari determi-
na la produzione di molecole pro-infiammatorie coinvolte nel reclutamento dei leucociti e nella loro attivazione (31).
Inoltre, inflammazione e neovascolarizzazione condividono alcune vie di trasduzione di segnale, in particolare la via
delle ciclossigenasi/prostaglandine (32). Diverse chemochine svolgono addirittura una doppia funzione, agendo sia
come stimoli attrattivi per i leucociti sia come fattori pro-angiogenici per le cellule endoteliali (33). Infine, diverse cito-
chine pro-infiammatorie (ad esempio IL1a, IL1f, IL6, TNFo ed osteopontina) possono indurre la formazione di vasi san-
guigni agendo direttamente sulle cellule endoteliali, oppure stimolando la produzione di mediatori pro-angiogenici
da parte dei leucociti e/o da parte delle stesse cellule endoteliali (34). Alcuni fattori angiogenici, come VECF e 'angio-
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poietina di tipo 1 (Ang-1), possono invece causare risposte pro-infiammatorie a carico delle cellule endoteliali andando
a stimolare l'espressione di molecole di adesione cellulare e mediatori dell'infiammazione (35).

L'inflammazione riveste un ruolo importante nella patogenesi della RD, in particolare negli stadi precoci, attraverso
l'attivazione di fattori di trascrizione e la produzione di molecole pro-infiammatorie e pro-angiogeniche (36). Infatti,
citochine pro-infiammatorie, chemochine e altri mediatori causano infiammazione persistente, contribuendo al dan-
no dei vasi retinici, alla proliferazione di nuovi microvasi retinici patologici ed all'insorgenza di edema maculare (37).
LU'inflammazione puo inoltre contribuire alla neurodegenerazione retinica associata al diabete (37) ed all’attivazione
delle cellule della microglia, con conseguente produzione di fattori angiogenici e citochine (38). Lo studio del ruolo
dell'inflammazione nella patogenesi della RD potrebbe pertanto portare alla individuazione di nuovi bersagli terapeu-
tici. Inoltre, l'associazione tra composti anti-infiammatori e molecole anti-angiogeniche potrebbe rappresentare una
strategia vincente nel trattamento farmacologico della patologia (39).

ALTERAZIONI MOLECOLARI DEL VITREO NELLA RDP

Le alterazioni metaboliche e funzionali del tessuto retinico, e le risposte sistemiche, che si verificano durante la pro-
gressione della RD possono causare alterazioni strutturali e molecolari a carico del vitreo in grado di riflettere gli
eventi patologici che si verificano a livello dell'interfaccia vitreo-retinica e che caratterizzano la condizione diabetica.
Aloro volta, alterazioni del vitreo possono esercitare un’azione patologica sulla retina diabetica, con conseguente atti-
vazione di un circolo vizioso che contribuisce all’evoluzione della malattia (Fig. 3).

Nel vitreo di pazienti affetti da RDP si identificano sia proteine pro-angiogeniche, espresse a livelli maggiori, che anti-
angiogeniche, espresse a livelli minori; l'equilibrio tra queste due classi di mediatori é volto a favorire il mantenimen-
to di un ambiente pro-angiogenico (27, 40). Tra i fattori pro-angiogenici oltre a VECF sono stati riscontrati Ang-1e Ang-2
(41), osteopontina (42), PDGF (43), eritropoietina (44), SDF-1a (45), il fattore di crescita placentare (PIGF) (46), FCF2 (47), il
fattore di crescita epatocitario (HGF) (48), il fattore di crescita del tessuto connettivo (CTGF) (49), IGF-1 (50) e 'induttore
dell'angiogenesi ricco in cisteine di tipo 61 (CYR61) (51). Contestualmente, i livelli d’espressione di diversi mediatori
anti-angiogenici, tra cui I'endostatina (52), la trombospondina-1 (53) ed il PEDF (54) risultano ridotti.

Nella retina dei soggetti diabetici VEGF ¢ prodotto da diverse classi di cellule, tra cui periciti, cellule di Miiller, cellule
gangliari, cellule dell’epitelio pigmentato retinico (RPE) e macrofagi (55). Il VEGF é considerato una delle molecole
maggiormente coinvolte nella RDP e rappresenta il principale bersaglio della terapia farmacologica somministrata a
livello intravitreale (56). Alla famiglia del VEGF appartengono 6 membri: VEGF-A, VEGF-B, VECF-C, VECE-D, VEGF-E e
PIGF (57). Tra questi, il VECF-A é il mediatore pro-angiogenico e pro-infiammatorio maggiormente studiato, la sua con-
centrazione intravitreale correla con la severita della malattia (58). A differenza del VEGF-A, le informazioni inerenti
I'impatto degli altri membri della famiglia del VECF sono ad oggi scarse. Ad esempio, sebbene sia stato recentemente
osservato come l'incremento dei livelli di VEGF-B nel vitreo di pazienti diabetici sia correlabile con lo stadio della ma-
lattia (59), il ruolo giocato da tale fattore nella RDP rimane tuttora da chiarire (60).

I fattori che nella retina di soggetti diabetici possono contribuire ad aumentare l'espressione di VECF sono diversi. Tra
questi appaiono rivestire notevole importanza la condizione di ipossia tissutale e 'intervento di citochine infiamma-
torie, fattori di crescita e specie reattive dell’ossigeno (61). A sua volta il VECF promuove 'angiogenesi e I'incremento
della permeabilita vascolare a livello della retina ischemica, contribuendo alla rottura della barriera emato-retinica.
Inoltre, elevati livelli di VEGF nella retina diabetica favoriscono l'adesione dei leucociti alle pareti dei vasi in seguito
alla espressione dei recettori di adesione cellulare ICAM-1 e VCAM-1 (62). La rottura della barriera emato-retinica me-
diata dal VEGCF e l'aumento del reclutamento leucocitario sono entrambi fattori che contribuiscono all'instaurarsi di
una risposta infiammatoria che, a sua volta, stimola l'ulteriore rilascio di VEGF, instaurando un circolo vizioso (63).
Lespressione di proteine inflammatorie e regolata a livello di trascrizione genica dall’attivazione di fattori trascrizio-
nali quali NF-kB e HIF-1a, entrambi attivati dall'iperglicemia. Cio induce la sintesi di citochine, chemochine, proteine
di fase acuta e altre molecole pro-inflammatorie (64). Infatti, la concentrazione intravitreale delle principali citochine
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pro-inflammatorie e chemochine, tra cui IL1f, TNFa, la proteina chemiotattica dei monociti (MCP-1), la proteina di
tipo 10 indotta dall'interferone y (IP-10), IL6, IL8 e SDF-1a, risulta incrementata nel vitreo RDP (36-37).

Nonostante i livelli d’espressione dei mediatori angiostatici siano tendenzialmente ridotti durante la RDP, alcuni stu-
di hanno riportato un incremento del fattore di cresciuta tissutale (TGFP) (65), angiostatina (66), endostatina (67),
fattore piastrinico-4 (68), trombospondina-2 (69), e vasoinibina-1 (70) nel vitreo e/o nelle membrane epiretiniche di
pazienti con RDP rispetto a quanto osservato nei controlli. La produzione di tali fattori durante le fasi avanzate della
malattia puo rappresentare il tentativo di instaurazione di un meccanismo compensatorio volto a controbilanciare
l'attivita dei mediatori pro-infiammatori e pro-angiogenici. A tale proposito, é interessante notare come i livelli intra-
vitreali di mediatori angiostatici risultino incrementati a seguito di terapia laser fotocoagulativa (66).

Durante la progressione della RD il tessuto retinico é caratterizzato da alterazioni nell’espressione di fattori neurotro-
fici e dei loro recettori. Ad esempio, I'espressione di alcuni fattori neurotrofici importanti, come somatostatina (SST),
cortistatina (CST), il peptide simile al glucagone di tipo 1 (GLP-1) e PEDF, risulta ridotta nel vitreo di soggetti diabetici
nelle fasi iniziali della retinopatia, contribuendo quindi alla neurodegenerazione retinica (3, 40). Al contrario, altri
fattori neurotrofici tra cui il precursore del fattore di crescita neuronale (proNGF), il fattore neurotrofico derivato dal
cervello (BDNF), il fattore neurotrofico derivato dalle cellule gliali (CDNF), neurotrofina di tipo 3 (NT-3), neurotrofina di
tipo 4 (NT-4) ed i recettori solubili TrkA e TrkB si accumulano nel vitreo RDP (71). Tale accumulo nella retina del pazien-
te diabetico puo determinare due effetti opposti: da un lato puo esercitare una funzione neuroprotettiva sul tessuto
retinico; dall’altro puo contribuire alla risposta neovascolare patologica che caratterizza la progressione della RD verso
la sua forma proliferante.

ILVITREO RDP NELLA RICERCA TRASLAZIONALE

Lumor vitreo ottenuto dai pazienti diabetici sottoposti a chirurgia vitreoretinica puo essere utilizzato per indagare
gli eventi molecolari coinvolti nella RD, nonché per identificare nuovi potenziali bersagli terapeutici (Fig. 3). Inoltre,
l'analisi dell'umor vitreo e/o dell'umor acqueo potrebbe in futuro consentire di identificare i soggetti a rischio di svi-
luppare patologia oculare o di progredire verso forme pit severe di malattia. Infine, attraverso la “biopsia liquida” dei
fluidi oculari si potrebbe monitorare la risposta al trattamento farmacologico, modulando la strategia terapeutica in
modo personalizzato (72).

In questo contesto, la valutazione dell’attivita biologica esercitata in vitro ed in vivo dall'umor vitreo su cellule bersaglio
(per esempio le cellule endoteliali) acquisisce una importanza fondamentale. Tale attivita ¢ il risultato dell’azione
svolta da tutti i mediatori biologici, sia agonisti sia antagonisti, che si accumulano nel vitreo durante la malattia e
presenti al momento del prelievo chirurgico. Inoltre, l'attivita biologica esercitata dal vitreo prelevato da soggetti con
RDP potrebbe essere sfruttata per lo screening e la caratterizzazione di nuovi potenziali farmaci in modelli sperimen-
tali preclinici.

L'ATTIVITA BIOLOGICA DEL VITREO RDP

Come precedentemente indicato, il vitreo RDP puo essere considerato come una sorta di “serbatoio” nel quale si ac-
cumulano citochine e fattori di crescita che la retina produce in riposta all'iperglicemia. Di conseguenza, il vitreo
rappresenta uno strumento importante per lo studio delle molecole coinvolte nella patogenesi della RDP. Tuttavia,
nonostante le numerose pubblicazioni scientifiche volte a valutare i livelli intravitreali dei vari mediatori biologici nei
pazienti RDP, le informazioni ad oggi disponibili riguardo l'effetto diretto dell'umor vitreo sulle cellule endoteliali e/o
altre possibili cellule bersaglio sono piuttosto limitate.

Le prime evidenze riguardanti l'attivita biologica del vitreo risalgono al 1980, quando Claser e colleghi dimostrarono
che i campioni di vitreo ottenuti dai pazienti diabetici erano in grado di stimolare la crescita delle cellule endoteliali
invitro, mentre i campioni ottenuti da pazienti affetti da altre patologie non vascolari non mostravano la medesima
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Figurag @ Ilvitreo RDPinduce unarisposta pro-angiogenica e pro-inflammatoria nelle cellule endoteliali
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Il vitreo RDP, testato in saggi in vitro ed in vivo, determina una risposta pro-angiogenica e pro-inflammatoria nelle cellule endoteliali, inducendo la
formazione di nuovivasi sanguigni

capacita stimolatoria (73). Successivamente, Aiello e colleghi dimostrarono che campioni di vitreo con elevati livelli di
VECF erano in grado di indurre un aumento significativo del tasso di proliferazione delle cellule endoteliali, inibita
da anticorpi neutralizzanti anti-VECF (58). Queste osservazioni hanno permesso di identificare il VECF come la prin-
cipale citochina coinvolta nella progressione della RDP e hanno spianato la strada all'utilizzo degli agenti anti-VECF
nella pratica clinica. Uno studio simile condotto nel 2005 ha dimostrato che anche l'eritropoietina e presente ad elevati
livelli nel vitreo dei pazienti con RDP. In questi esperimenti, il blocco simultaneo di eritropoietina e VEGF mediante
l'utilizzo di anticorpi neutralizzanti ha permesso di ottenere un’inibizione dell’attivita del vitreo maggiore di quella
ottenuta bloccando i due fattori singolarmente. Tale effetto inibitorio non é risultato pero completo, indicando come
anche altri mediatori biologici possano essere implicati nella RDP (74). Ad esempio, é stato dimostrato che IL6 gioca un
ruolo nella progressione della malattia, poiché la sua inibizione riduce l'attivita angiogenica del vitreo RDP in modelli
invitro (75).

Recentemente il nostro laboratorio ha descritto I'attivita angiogenica esercitata dal vitreo RDP in vari test in vitro, exvivo
ed invivo (76-79). I nostririsultati dimostrano che il vitreo diabetico ¢ in grado diregolare positivamente le varie fasi del
processo angiogenico nelle cellule endoteliali, inclusa la proliferazione cellulare, la migrazione e il rimodellamento
vascolare. Infatti, i campioni di vitreo RDP, testati su cellule endoteliali ottenute da vena di cordone ombelicale uma-
no (HUVEC) inducono un aumento del tasso di proliferazione oltre che una potente risposta migratoria chemiotattica,
un incremento nella formazione di gettoni endoteliali e la loro riorganizzazione in strutture simili a capillari. A dif-
ferenza dei campioni RDP, il vitreo ottenuto da pazienti affetti da foro maculare si ¢ dimostrato invece del tutto inef-
ficace quando testato nelle medesime condizioni sperimentali (76, 78-79). In linea con questi risultati, il vitreo RDP &
in grado di stimolare exvivo la gemmazione vascolare da frammenti di retina murina inclusa in gel tridimensionale di
fibrina (78, 80), nonché la formazione di vasi capillari quando testato invivo in modelli sperimentali condotti sull’'em-
brione di pollo e nel topo adulto (Fig. 4) (78).
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Figuras @ Attivita pro-angiogenica di campioni di vitreo ottenuti da pazienti RDP
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40 campionidivitreo RDP sono stati testatiindividualmente pervalutarneil potenziale pro-angiogenico. A tale scopo, aggregatidi cellule endoteliali
sono statiinclusiin un gel difibrina ed incubati con i campioni di vitreo per 24 ore, la risposta pro-angiogenica é stata valutata mediante quantifica-
zione dei gettoni endoteliali ed espressa come percentuale della stimolazione indotta da una dose ottimale di VEGF

Einteressantenotarecome3gdeigocampionidivitreoRDPtestatisisonorivelatiingradodistimolaresignificativamente
la formazione di gettoni endoteliali in vitro, seppur in modo estremamente eterogeneo (Fig. 5). Tale variabilita é corre-
lata, almeno in parte, ad alcune caratteristiche cliniche dei pazienti arruolati, tra cui il tipo di terapia per il controllo
del diabete, la comorbidita cardiopatica ed i livelli ematici di trigliceridi. Al contrario, sesso, eta, tipo e durata del dia-
bete, comorbidita neuropatica o nefropatica, presenza di edema maculare o emovitreo, ipertensione, livelli ematici di
glucosio, creatinina, colesterolo, emoglobina totale o emoglobina glicata, terapia laser pre-vitrectomia o trattamento
intravitreale con farmaci anti-VEGF non erano significativamente correlati all’attivita angiogenica dei campioni (79).
Questi dati supportano l'ipotesi che I'umor vitreo possa rappresentare una sorta di “serbatoio” contenente mediatori
biologici angiogenici che possono ricapitolare, almeno in parte, i diversi eventi che si sono susseguiti durante la pro-
gressione della malattia. Per validare questa ipotesi saranno necessari ulteriori studi su una casistica pitt numerosa
di pazienti.

Come descritto precedentemente, i processi di angiogenesi e inflammazione che avvengono nella RDP sono stretta-
mente correlati tra loro. Sulla base di questa premessa, abbiamo deciso di studiare la capacita dell'umor vitreo diabe-
tico di indurre una risposta infiammatoria nelle cellule endoteliali (78). I risultati di questo studio hanno dimostrato
come il vitreo RDP sia in grado di indurre la rapida attivazione dei fattori trascrizionali pro-infiammatori come la
proteina legante gli elementi di risposta al c-:AMP (CREB) e NF-kB, inducendo la produzione di specie reattive dell’os-
sigeno, I'aumento della permeabilita vascolare e I'incremento dell’adesione di monociti all’endotelio attivato (Fig. 4).
Questi risultati sono stati confermati invivo, dove la risposta angiogenica provocata dal vitreo RDP si accompagna alla
presenza di un importante infiltrato di cellule infiammatorie. Questa stretta correlazione tra angiogenesi e infiam-
mazione é confermata dalla capacita dell'idrocortisone, ma non dell’anti-VEGF bevacizumab, di abrogare completa-
mente entrambe le risposte, indicando un ruolo non ridondante dell'infiammazione nel processo angiogenico indotto
dal vitreo RDP (78). A supporto di questo risultato il trattamento con adiponectina, una molecola anti-infiammatoria
presente nell'umor vitreo e nell'umor acqueo dei pazienti con RDP (81), inibisce la capacita del vitreo diabetico di in-

durre la formazione di strutture capillare-simili da parte delle cellule endoteliali (82). Inoltre, in linea con il suo po-
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tenziale pro-angiogenico e pro-infiammatorio sull’endotelio, il vitreo RDP induce una risposta infiammatoria anche
nelle cellule epiteliali pigmentate retiniche umane (83). Infine, la stimolazione di diverse linee cellulari di origine
mesodermica e neuroectodermica con vitreo RDP aumenta la concentrazione di calcio citoplasmatico, nonché la pro-
duzione di inositolo fosfato (84).

Lo studio dell'impatto del vitreo RDP su diverse cellule bersaglio tra cui cellule endoteliali, periciti, cellule epiteliali
pigmentate, cellule di Miiller, cellule neuronali e monociti/macrofagi sara pertanto fondamentale per la comprensio-

ne dei meccanismi stimolatori implicati nelle patologie oculari proliferanti.
ILVITREO RDP NELLO SVILUPPO DI NUOVI FARMACI

Sebbene il paziente diabetico venga sottoposto ad un rigoroso controllo della glicemia, lipidemia e pressione arteriosa
allo scopo di prevenire I'insorgenza di complicanze, la RDP rappresenta la principale causa di cecita negli adulti dia-
betici di eta inferiore ai 65 anni (85). Per diversi anni, la fotocoagulazione panretinica ha rappresentato il pilastro del
trattamento della RDP (86). Successivamente, 'analisi dell'umor vitreo RDP ha permesso lo sviluppo di nuovi approcci
terapeutici miratiin grado di sequestrare e neutralizzare il VECF una volta iniettati in sede vitreale (9). Tuttavia, i trat-
tamenti anti-VEGF non sono privi di effetti collaterali e la presenza di altri fattori intravitreali pro-angiogenici e/o pro-
inflammatori puo causare resistenza a tali terapie (87). Esiste pertanto la necessita di identificare approcci innovativi
piu efficaci per la terapia della RDP. In questo contesto, lo studio dell’effetto di potenziali farmaci sull’attivita biologica
esercitata dal vitreo RDP sulle cellule bersaglio in vari test invitro, exvivo e invivo (80, 88-89) puo fornire le evidenze spe-
rimentali precliniche necessarie per lo sviluppo di nuovi approcci farmacologici.

Recentemente il nostro laboratorio ha sviluppato un nuovo saggio tridimensionale basato sull'utilizzo di aggregati di
cellule endoteliali umane incluse in una matrice tridimensionale di fibrina e trattate con umor vitreo al fine di poter
effettuare una caratterizzazione preclinica di inibitori anti-angiogenici extracellulari e intracellulari (79) (Fig. 6). I ri-
sultati ottenuti indicano come il vitreo RDP possa indurre la formazione di gettoni endoteliali in modo dose- e tempo-
dipendente come conseguenza dell’attivazione di recettori tirosino-chinasici in grado di promuovere la motilita e la
proliferazione delle cellule endoteliali. Di conseguenza, gli inibitori di tali recettori, oltre a vari antagonisti specifici
per diversi fattori di crescita extracellulari, inibiscono la risposta angiogenica indotta dal vitreo RDP. Un simile effetto
inibitorio e stato osservato in presenza di inibitori selettivi per diverse vie di segnalazione intracellulari, come conse-
guenza dell’ampia gamma di risposte attivate dal vitreo RDP nell’endotelio (78).

In questo test, U'anti-VEGF ranibizumab, somministrato a concentrazioni saturanti e clinicamente rilevanti, inibisce
in varia misura l'attivita angiogenica esercitata dal vitreo di 20 pazienti con RDP (78). L'attivita inibitoria del ranibizu-
mab varia tra lo o% e il 100% dell’attivita esercitata dallo stesso campione in assenza del farmaco e non é correlata alla
potenza angiogenica dell'umor vitreo RDP testato. In particolare, non é stata osservata alcuna correlazione significa-
tiva tra l'efficacia inibitoria del ranibizumab e le caratteristiche cliniche pre-operatorie dei pazienti RDP esaminati,
inclusa la terapia laser pre-vitrectomia o il trattamento intravitreale con farmaci anti-VEGF (78). Risultati simili sono
stati ottenuti analizzando l'effetto dell’anti-VECF bevacizumab su 10 campioni di vitreo RDP (76). Questi dati sono in
linea con evidenze cliniche che hanno mostrato una scarsa efficacia delle terapie anti-VECF in una significativa per-
centuale di pazienti (90), suggerendo che la mancata azione dei farmaci anti-VEGF possa essere correlata alla presenza
di altri mediatori angiogenici nel vitreo di tali pazienti.

In accordo con questa ipotesi, osservazioni precliniche indicano come un derivato altamente solfatato del polisaccaride
Ks di Escherichia coli, denominato K5-N,0S(H), sia in grado di inibire l'attivita del vitreo RDP con una potenza significa-
tivamente superiore a quella del bevacizumab. Cio sembra essere la conseguenza della capacita propria di tale polisac-
caride di agire da pan-antagonista per una varieta di fattori di crescita angiogenici e citochine/chemochine in grado
dilegare l'eparina, inclusi VECF, FGF2, IGF-1, IL8, PDGF, SDF-1a, CTCF, HCF, HMGB1 e PIGF (76).

Utilizzando un approccio simile, abbiamo recentemente dimostrato che gli inibitori del recettore dei peptidi N-for-
milati (FPR) Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (Boc-FLFLF) e il tetrapeptide Ac-L-Arg-Aib-L-Arg-L-Ca(Me)-Phe-NH2 (UPARANT)
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Figura6 @ Saggio 3D di angiogenesiin vitro
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indicano la presenza di numerosi gettoni endotelialiindotti dal vitreo RDP

inibiscono la risposta vascolare e infiammatoria indotta invivo dal vitreo RDP nel test dell'embrione di pollo, sollevan-
do I'ipotesi che l'attivazione di recettori FPR possa svolgere un ruolo importante nella risposta vascolare del paziente
diabetico (78). A questo proposito, € interessante notare come Boc-FLFLF, oltre ad agire come antagonista di FPR, puo
anche esercitare un’attivita pan-inibitoria contro numerosi fattori di crescita che legano I'eparina, con possibili impli-
cazioni per la terapia della RDP (91).

CONCLUSIONI

Per ragioni etiche non si possono effettuare biopsie di vitreo umano. Pertanto, 'analisi di tale liquido biologico € pos-
sibile solo su campioni ottenuti post mortem o in seguito ad intervento di vitrectomia terapeutica (92). Questa procedura
viene solitamente eseguita nei pazienti affetti da RD quando la presenza di emovitreo ostacola la vista o quando lo
sviluppo di membrane fibrovascolari rischia di indurre il distacco della retina (38). Pertanto, la vitrectomia e princi-
palmente limitata a soggetti diabetici affetti da forme severe di edema o di RDP, rendendo difficile la realizzazione di
studi suun ampio numero di pazienti ed escludendo la possibilita diindagare le prime fasi della progressione della RD.
Inoltre, data 'impossibilita di ottenere campioni da individui sani, il vitreo utilizzato come controllo di solito proviene
da occhi sottoposti a vitrectomia per altre condizioni patologiche, come il foro maculare o la presenza di membrane
epiretiniche (93).

Un ulteriore aspetto rilevante nell’analisi delle alterazioni molecolari a carico del vitreo di pazienti con RD é la possi-
bilita che il campione vitreale sia alterato dalla presenza di molecole derivanti dal sangue, come conseguenza di emor-
ragie intraoculari (94). Un criterio utile per escludere la possibilita che la concentrazione vitreale di un dato fattore
dipenda in realta da una contaminazione ematica é dato dalla misurazione del suo rapporto di concentrazione vitreo-
plasmatica, dove valori >1 indicando un aumento significativo dell’espressione intraoculare di tale fattore (95). Questo
criterio si applica ad esempio al VECF, il cui livello vitreale nei pazienti RDP ¢ significativamente superiore a quello
riscontrato nel plasma (96). Al contrario, l'elevata concentrazione intraoculare di IGF-1 sembra essere di origine sierica
(97). Studi di proteomica applicati a campioni di sangue e vitreo ottenuti dallo stesso paziente dovrebbero garantire
una caratterizzazione dettagliata del profilo proteico del vitreo RDP (98).

Nonostante queste limitazioni, 'umor vitreo RDP raccolto dopo vitrectomia puo essere considerato una sorta di deposi-
to contenente citochine, fattori di crescita, fattori neurotrofici e modulatori angiogenici in grado di fornire importanti
informazioni riguardo gli eventi che si sono verificati durante la progressione della malattia. Infatti, quando testati in
saggi di angiogenesi invitro, i campioni di vitreo RDP modulano una risposta biologica correlata, almeno in parte, ad
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alcune caratteristiche cliniche preoperatorie dei pazienti arruolati (79). Per chiarire la relazione esistente tra l'attivita
biologica dei campioni vitreali e la concentrazione dei diversi mediatori biologici, nonché la loro capacita di riflettere
la storia clinica dei pazienti, saranno necessari ulteriori studi effettuati su pitt ampie coorti di soggetti.

Vari modelli sperimentali invivo di RD sono stati stabiliti nel corso degli anni (99). Tuttavia, stante la natura multifat-
toriale, ambientale e genetica della patologia, nessun modello esistente riesce a replicare tutte le caratteristiche della
RD/RDP. Ad esempio, nonostante i modelli diabetici murini riproducano alcuni eventi importanti della RD, come la
rottura della barriera emato-retinica, I'ispessimento della membrana basale dei capillari, la perdita dei periciti e 'oc-
clusione capillare, tali modelli non sviluppano microanuerismi né neovascolarizzazione retinica. Per replicare le fasi
tardive di retinopatia sono infatti necessari modelli animali pitt complessi e simili all'nomo (100). Ciononostante, que-
sti modelli hanno contribuito ad ampliare le conoscenze sulla patogenesi della RDP e sono stati utilizzati con successo
per testare l'efficacia di nuovi potenziali farmaci. Sviluppare nuovi modelli animali che riproducano piu da vicino il
microambiente vitreale resta tuttavia un obiettivo di cruciale importanza per poter studiare nuove terapie da traslare
nella pratica clinica. In questo contesto, l'utilizzo del vitreo RDP come stimolo pro-angiogenico/pro-inflammatorio in
diversi modelli sperimentali garantira un ulteriore accrescimento delle conoscenze sulla patogenesi della malattia e
potra rappresentare un approccio alternativo e/o complementare a quelli ad oggi utilizzati per I'identificazione e carat-
terizzazione di nuovi farmaci per la terapia della RD.
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Abbreviazioni

AMIR, anomalie della struttura microvascolare intraretinica; Ang, angiopoietina; CST, cortistatina; CTCF, fattore
di crescita del tessuto connettivo; EMD, edema maculare diabetico; FGF2, fattore di crescita dei fibroblasti di tipo 2;
HGF, fattore di crescita epatocitario; HIF-1a, fattore indotto dall'ipossia di tipo 1; HUVEC, cellule endoteliali ottenute
da vena di cordone ombelicale umano; ICAM-1, molecola di adesione intracellulare di tipo 1; IGF-1, fattore di crescita
insulino-simile di tipo 1; IL, interleuchina; PDCEF, fattore di crescita derivato dalle piastrine; PEDF, fattore derivato
dall’epitelio pigmentato; PICF, fattore di crescita placentare; RD, retinopatia diabetica; RDNP; retinopatia diabetica
non proliferante; RDP, retinopatia diabetica proliferante; SDF-1a/CXCL12, fattore di crescita derivato dalle cellule stro-
mali di tipo 1; TNFa, fattore di necrosi tumorale; VECF, fattore di crescita dell’endotelio vascolare.
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