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RESUMEN

Introduccién: La degeneracién macular asociada ala edad (DMAE) htiimeda
o exudativa es una enfermedad ocular degenerativa caracterizada por la formacion

de lesiones neovasculares coroideas (NVC) que pueden causar pérdida severa de
visién. La etiopatogenia de esta entidad es multifactorial, jugando la genética un
papel fundamental en su desarrollo. El tratamiento mas comun y eficaz es la
inyeccion intravitrea de farmacos antiangiogénicos que acttian sobre la proteina
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), como es el caso de ranibizumab.
El objetivo de este trabajo es evaluar la relacion entre la respuesta al tratamiento
antiangiogénico en pacientes con DMAE exudativa y los polimorfismos en los
genes ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735), COLSA1L/FILIP1L (rs13081855),
TGFBR1 (rs334353), relacionados en el proceso de angiogénesis, y RAD51B
(rs8017304), implicado en el proceso de reparacion del ADN.

Método: Se trata de un estudio retrospectivo transversal que incluye una
cohorte de 125 pacientes (125 ojos) con DMAE exudativa tratados con
ranibizumab. Los pacientes recibieron un afio de tratamiento segtn criterios del
estudio SUSTAIN (Study of Ranibizumab in Patients with Subfoveal Choroidal
Neovascularization Secondary to Age-Related Macular Degeneration). Los pacientes con
NVC recibieron una dosis de carga de tres inyecciones mensuales y se retrataron
aquellos que perdieron una linea de visién en la escala de Snellen o aumentaron su
espesor macular en 100 pm medidas por Tomografia de Coherencia Optica (OCT).
Los polimorfismos en los genes ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735),
COLSAIL/FILIPIL (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304) se
determinaron por discriminaciéon de alelos mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa a tiempo real (Real Time Polymerase Chain Reaction, PCR)
usando sondas KASPar SNP Genotyping System (LGC, Middlesex, UK).

Resultados: Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre
los polimorfismos TGFBR1 (rs334353), COLSA1L/FILIP1L (rs13081855) y RAD51B
(rs8017304) y la respuesta a ranibizumab.



El niimero de inyecciones mostré diferencias significativas en funcién de
las variantes genéticas de RADS51B, siendo este pardmetro en la variante GG
significativamente inferior respecto a AA (U =468, z =-2,25, p = 0,024) y GA (U =
672,0, z=-2,59, p = 0,010).

La ganancia de agudeza visual postratamiento en la variante TT del gen
TGFBR1 (rs334353) fue significativamente inferior con respecto a GG+TG (p=
0,048). La reduccién de espesor macular en pacientes portadores de alelo G de
COL8BAIL/FILIPIL fue significativamente superior con respecto a los pacientes
portadores de alelo T (p=0,022). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los genotipos de ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735) y la

respuesta a tratamiento antiangiogénico.

Conclusién: Parece existir una relacion entre los polimorfismos de los genes
TGFBR1 (rs334353), COLSAI1L/FILIPIL (rs13081855) y RAD51B (rs8017304) y la
respuesta a tratamiento con ranibizumab intravitreo en pacientes con NVC, aunque
es necesario realizar mds estudios farmacogenéticos para averiguar el mecanismo

de esta asociacion.

PALABRAS CLAVE: DMAE, ranibizumab, ADAMTS9Y/ADAMTS9-AS2 (s
6795735), COLSA1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1 (rs334353), RAD51B (rs8017304)



ABSTRACT

Introduction: Wet or exudative age-related macular degeneration (AMD) is
a degenerative ocular disease characterized by the formation of choroidal
neovascular lesions (CNV) that can cause severe loss of vision. Etiopathogenesis of
this entity is multifactorial and genetics play a role in its development. Intravitreal
antiangiogenic injections are the most common and effective treatment. These
drugs act on the protein vascular endothelial growth factor (VEGF), as it is the case
of ranibizumab. The aim of this study is to evaluate the relationship between the
response to antiangiogenic treatment in patients with exudative age-related
macular degeneration (AMD) and the presence of polymorphisms in genes
ADAMTS9Y/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735), COLSA1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1
(rs334353), involved in the angiogenesis process, and RAD51B (rs8017304),
involved in the DNA repair process.

Method: This is a retrospective cross-sectional study that included a cohort
of 125 patients (125 eyes) with exudative AMD treated with intravitreal
ranibizumab. Patients received one year of treatment according to SUSTAIN
(Study of Ranibizumab in Patients with Subfoveal Choroidal Neovascularization
Secondary to Age-Related Macular Degeneration) study. Patients with CNV
received a loading dose of three monthly injections and those who lost a line on the
Snellen scale or increased their macular thickness 100 pm in Optical Coherence
Tomography (OCT) were retreated. Polymorphisms in ADAMTS9/ADAMTS9-AS2
(rs 6795735), COLSAI1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) and RADS51B
(rs8017304) genes were determined by allele discrimination using real-time
polymerase chain reaction (Real Time Polymerase Chain Reaction, PCR) using
KASPar SNP Genotyping System probes (LGC, Middlesex, UK).

Results: Statistically significant differences were found in genotypes of
polymorphisms TGFBR1 (rs334353), COLSA1L/FILIPIL (rs13081855) and RAD51B
(rs8017304) and the ranibizumab response. The number of injections showed
significant differences depending on genetic variants of RAD51B. The number of
injections in the GG variant significantly lower than AA (U = 468, z = -2.25, p =
0.024) and GA (U =672.0, z = 2.59, p = 0.010).



Postreatment visual acuity gain in TT variant of TGFBR1 gene (rs334353)
was significantly lower respect to GG + TG (p = 0.048). Macular thickness reduction
in patients with COL8A1L/FILIP1L G allele was significantly higher than in patients
with T allele (p = 0.022). No statistically significant differences were found between
ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 genotypes (rs 6795735) and antiangiogenic response.

Conclusion: It seems to be a relationship between the polymorphisms
in TGFBR1 (rs334353), COLSA1L/FILIPIL (rs13081855) and RAD51B (rs8017304)
genes and intravitreal ranibizumab response in patients with CNV.
Further pharmacogenetic studies are required to find out the mechanism of this

association.

KEY WORDS: AMD, ranibizumab, ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs
6795735), COLSA1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1 (rs334353), RAD51B
(rs8017304)
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I - INTRODUCCION

1.1. GLOBO OCULAR

1.1.1. Definicion

El globo ocular u ojo es el 6rgano encargado de la visién. A través de él se
obtiene informacién en imagenes del mundo exterior. Mediante un complejo
sistema didptrico formado por estructuras transparentes los rayos de luz penetran
en el ojo por la cornea y llegan a la retina, donde las imagenes se transforman en

estimulos nerviosos que son procesados posteriormente en el cortex cerebral (1, 2).

1.1.2. Anatomia del globo ocular

El globo ocular es una estructura esférica de unos 23,5 mm de longitud axial

formada por tres capas principales (3, 4):

- Capa externa, constituida por la esclera y la cérnea, estructuras
colagenas muy resistentes encargadas de la esfericidad y la
transparencia del globo ocular, respectivamente.

- Capa intermedia, constituida por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides,
encargada sobre todo de la vascularizacion del globo ocular.

- Capa interna, constituida por la retina y responsable de la recepcién de

las iméagenes.

Ademés, en el interior del ojo se encuentran tres medios 6pticos: 1) el humor
acuoso, estructura liquida localizada en la cAmara anterior ocular, 2) el cristalino,
lente fibrosa localizada detras del iris y 3) el humor vitreo, estructura gelatinosa

que rellena la parte posterior del globo ocular y estd en contacto con la retina (3, 4)

(Fig. 1).
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Figura 1. Anatomia del globo ocular (2).

1.1.3. Vascularizacién del globo ocular

El globo ocular consta de dos sistemas arteriales procedentes de la arteria
oftdlmica, rama de la arteria carétida interna, de los que depende su nutricién: la
arteria central de la retina y las arterias ciliares. Estas tltimas, segtin su penetracion
en el globo ocular, se dividen en ramas anteriores y posteriores. Las arterias ciliares
posteriores se ramifican en capilares que circulan por la coroides hasta la parte

anterior del ojo donde se anastomosan en el iris con las arterias ciliares anteriores

(D).

1.2. COROIDES

La coroides es la capa vascular del globo ocular situada encima o sobre la
retina. Estd formada por los capilares procedentes de las arterias ciliares
posteriores, constituyendo asi la capa coriocapilar. A diferencia de Ila
vascularizacién retiniana, los capilares de esta capa poseen unas fenestraciones mas

grandes que permiten incluso el paso de proteinas de elevado peso molecular.
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El flujo coroideo es de los mayores flujos sanguineos del cuerpo, lo que
provoca un elevado gradiente de concentracién de oxigeno permitiendo la
oxigenacién y nutricion de las capas mas externas de la retina, asi como una

correcta eliminacién de las sustancias de desecho (4).

1.3. RETINA

1.3.1. Definicion

La retina es la capa més interna del ojo. Esta formada por fibras nerviosas que
contienen fotorreceptores y se encarga de transformar los estimulos luminosos en

impulsos nerviosos que se transmiten al cerebro a través del nervio 6ptico (5).

La porcién neurosensorial de la retina es una estructura anatémica compleja
que comprende diez capas histologicas y contiene 6 millones de conos y 120
millones de bastones (Fig. 2). Los conos participan en la visién de los colores y los

bastones participan en la vision escotépica o nocturna (6).

Los fotorreceptores constan de dos segmentos, los segmentos internos y los
segmentos externos. Los segmentos internos son muy ricos en mitocondrias,
encargadas de suministrar energia a estas células con una alta actividad

metabdlica (7).

Los segmentos externos almacenan los pigmentos que absorben la
luz iniciando el proceso visual mediante sinapsis nerviosa hacia las células del

nervio 6ptico (8).
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Figura 2. Capas de la retina y coroides (6).

1.3.2. Epitelio pigmentario de la retina

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es la capa mas externa de la retina.
Separa la coroides de la retina sensorial (3). Entre el EPR y la coroides existe un
espacio virtual denominado espacio subretiniano. Las células del EPR y los
complejos de unién intercelulares de sus capilares (de tipo zénula ocludens)
forman la barrera hematorretiniana que evita la acumulacién de liquido procedente
de la vascularizacion coriocapilar en este espacio (9).

El EPR tiene un papel fundamental en la correcta funcién retiniana:
metaboliza la vitamina A, fagocita las porciones renovables de los fotorreceptores
y controla el suministro de oxigeno y nutrientes a los fotoreceptores a través de la

barrera hematorretiniana (10).
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La membrana basal del EPR esta en intimo contacto con una ldmina avascular
llamada Membrana de Bruch. Los cambios en esta capa desempefian un papel

fundamental en la patologia macular (9).

1.3.3. Vascularizacion retiniana

La arteria central de la retina penetra el globo ocular por su parte posterior
junto al nervio 6ptico, bifurcdndose en ramas superior e inferior y posteriormente
en ramas nasal y temporal, llegando de este modo a los cuatro cuadrantes
retinianos. La arteria central de la retina es la encargada de nutrir la parte interna
de la retina (2).

Las células endoteliales de esta arteria presentan en su superficie unas
digitaciones denominadas pericitos, separados unos de otros por una red de
capilares fenestrados formando asi la barrera hematorretiniana interna, que

funciona como un filtro de sustancias (4).

1.4. MACULA

La méacula latea es una zona redondeada, de unos 5,5 mm de didmetro, en la
porcién central de la retina, en la que se agrupa la mayor cantidad de conos (Fig.
3). Su nombre se debe a los pigmentos xantdfilos (luteina y zeaxantina) que
impregnan las capas de la retina desde la capa nuclear externa hasta el EPR. Estos
pigmentos amarillentos absorben las longitudes de onda azules y protegen a la

macula de la formacion de radicales libres (11).

En la porciéon central de la macula se encuentra la févea, una depresion

retiniana de aproximadamente 1,5 mm de didmetro (4).

Esta caracteristica anatémica junto con la ausencia de vascularizacién
sanguinea en las 400 micras centrales (zona avascular foveal) hacen que se reduzca

al minimo la dispersién de la luz (7).
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DIRECCION
DE LA LUZ

COROIDES e LASTONES

Figura 3. Imagen retinoscépica del polo posterior del ojo (A) en relacién con un esquema
de corte sagital de la region foveal (B) donde se visualizan las capas de células en la

region macular y como penetra la luz a través de ellas (2).

1.5. DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD

1.5.1. Definicion

La maculopatia asociada a la edad (MAE) es una exacerbacion del proceso de
envejecimiento fisiologico de la retina caracterizado por la aparicion de drusas,
manchas amarillentas tenues en la mécula, y/o alteraciones pigmentarias del EPR
7).

La degeneraciéon macular asociada la edad (DMAE) es una enfermedad
degenerativa retiniana caracterizada por presentar en estadios iniciales drusas
(mayores que en la MAE) y/ o alteraciones en el epitelio pigmentario y en fases mas
avanzadas atrofia geogrdfica del EPR, desprendimiento del EPR,
neovascularizacioén coroidea (NVC) subretiniana y /o tejido cicatricial retiniano (7).

La sintomatologia es mayor sobre todo en las fases avanzadas, cursando con

pérdida de visién, escotoma central y metamorfopsia (6).
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1.5.2. Historia

La degeneracion macular senil fue descrita por primera vez por Otto Haab
en 1885, describiendo cambios atréficos y pigmentarios en la regiéon macular que
provocaban un deterioro progresivo del campo de visién central en personas

mayores de 50 afios (12).

En los afios setenta del siglo pasado, Gass dio un paso hacia un mejor
entendimiento de la enfermedad aclarando que las drusas, la degeneracion
macular senil y la degeneraciéon macular disciforme representaban distintos

espectros de una misma patologia (13).

En los afios noventa se propusieron los términos MAE inicial y avanzada,
sugiriendo que la MAE inicial no es un estado patolégico y reservando el término
DMAE para la MAE avanzada (14).

1.5.3. Prevalencia de la DMAE

La degeneracion macular constituye la primera causa de ceguera legal en
personas mayores de 65 afios en paises desarrollados (15). Aunque raras veces
conduce a ceguera completa porque respeta la visiéon periférica, afecta seriamente

la autonomia y la calidad de visién de los pacientes.

En Espafia, la prevalencia de la DMAE avanzada varia desde el 0,5% a los 55
afos hasta el 7% por encima de los 65 y se esperan unos 25.000 nuevos casos anuales

de la forma avanzada (16).

Existen diferentes estudios sobre la prevalencia de la DMAE, la mayoria

realizados en Estados Unidos:

- El National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) examin6 a
10.000 pacientes entre 1971 y 1973 en 35 centros de Estados Unidos.
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Se observ6 que la prevalencia de DMAE aumentaba por encima de los 64
afios. Entre 1988 y 1991 se llev6 a cabo una actualizacion de este estudio que estimé
que la prevalencia de DMAE en Estados Unidos era del 9,2% (17).

- En el Framingham Eye Study (FES), realizado entre 1973 y 1975, se
proporcionaron datos de més de 2.500 personas de entre 52 y 85 afios. La
prevalencia de DMAE avanzada fue del 1.5% (18).

- En el Chesapeake Bay Watermen Study se examinaron a 777 personas del
estado de Maryland. La prevalencia de DMAE avanzada (atrofia geografica y
enfermedad neovascular) fue del 1,8% en total, y del 6% en mayores de 70 afios
(19).

- Bl Beaver Dam Eye Study se realizé durante 1987 y 1988 y examino a 6.000
personas de entre 43 y 84 afios de la poblacion de Beaver Dam (Wisconsin). La
prevalencia de DMAE avanzada en total fue del 1,6%, y del 7,1% en las personas

mayores de 75 afios (20).

- En Europa se publicé en 1995 el Rotterdam Study, que incluyo a mas de 6.000
personas de 55-98 afios de poblacién holandesa. Los resultados de prevalencia de
DMAE arrojaron una cifra similar, aunque algo inferior al Beaver Dam Eye Study
(21).

- En Australia se realiz6, también en 1995, el Blue Mountains Eye Study, que
demostré una prevalencia del 1,9% en la poblaciéon general y que aumentaba hasta
el 18,5% en mayores de 85 afios (22).

La mayoria de estos trabajos, cuando hablan de DMAE, se refieren a la
presencia de formas neovasculares o formas atréficas avanzadas aunque algunos

de ellos consideran como DMAE la simple presencia de drusas.



CAPITULO I: INTRODUCCION 47

1.5.4. Clasificacion de la DMAE

Hay varios sistemas para clasificar la DMAE, uno de los mas usados

clasicamente es la Clasificacion de Wisconsin (WARMGS) que utiliza una serie de

caracteristicas de las drusas y de otras lesiones relacionadas con la DMAE (23):

MAE: drusas poco definidas o reticulares en ausencia de signos de
DMAE.

DMAE seca o atréfica: area mayor de 175 micras con aparente ausencia
de EPR, permitiendo la visualizacién de los vasos coroideos.

DMAE htimeda o neovascular: desprendimiento del EPR asociado a

otros signos de DMAE o a NVC (cicatriz, tejido glial, hemorragia, etc.)

Otra clasificacion es el Sistema de Clasificacion Internacional (24):

MAE: drusas blandas o confluyentes, de limites definidos o poco
definidos, con hiper o hipopigmentacion del EPR asociado a drusas.
DMAE geografica: zona bien definida, circular u oval, de 175 micras con
ausencia de EPR o hipopigmentacién.

DMAE neovascular: desprendimiento del EPR o retina neurosensorial

asociada a MAE, NVC, cicatriz, tejido glial, hemorragia, etc.

La altima clasificacién en uso la publicaron Ferris y colaboradores en 2013

(25). Establece cinco estadios de enfermedad:

Sin cambios aparentes en el fondo de ojo: no hay evidencia de drusas ni
de alteraciones pigmentarias.

Cambios normales de la edad: sélo se encuentran drusas pequefias,
menores de 63 micras, en el fondo de ojo y no hay alteraciones
pigmentarias.

DMAE precoz: hay drusas de tamafio mediano (entre 63 y 125 micras de

didmetro) en el fondo de ojo, sin alteraciones pigmentarias.
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- DMAE avanzada: lesiones asociadas a neovascularizacién retiniana y/o
atrofia geografica. Comprende las dos formas clasicas de clasificaciéon de

esta entidad: a) la forma seca o atréfica y b) la forma htimeda o exudativa.

a) La DMAE atrdfica, seca o no exudativa se caracteriza por la apariciéon de
areas redondeadas con ausencia de EPR (Fig. 4) que pueden evolucionar

al estadio final de atrofia geografica (26).

Figura 4. DMAE seca. Retinografia de un paciente en el que se aprecian drusas y
alteracion del EPR (FOTO DE AUTOR).

b) La DMAE exudativa o himeda se caracteriza por la apariciéon de
membranas neovasculares subretinianas 0 subepiteliales,
desprendimiento de EPR, hemorragias subretinianas, cicatrices gliales
retinianas, que se pueden asociar a depésitos de fibrina, y exudacién
lipidica (6) (Fig. 5).
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Figura 5. DMAE exudativa o hiimeda. Retinografia de un paciente en el que se aprecia

lesién quistica macular con sangrado acompafiante (FOTO DE AUTOR).

Ademas se pueden incluir otras dos entidades dentro del concepto de DMAE
neovascular avanzada: la Proliferacion Angiomatosa Retiniana (Retinal
Angiomatous Proliferation, RAP) en la que la estructura neovascular tiene
un marcado componente intrarretiniano inicialmente (27) y la Vasculopatia
Coroidea Polipoidea (VCP) en la que aparece una red anémala en la circulaciéon
coroidea, terminada en unas dilataciones saculares a modo de pélipos (28).

1.5.5. Histologia y signos clinicos de DMAE

La lipofuscina es un pigmento autofluorescente que se acumula en las células
pigmentarias de la retina. Cuando una célula pigmentaria muere es fagocitada por
las células pigmentarias vecinas. En la DMAE hay un aumento no controlado de la
muerte celular, de modo que las células se van llenando de lipofuscina,
desestructurandose y perdiendo su capacidad de fagocitosis.

Asi, las células que permanecen van aumentando su tamafio y rellenando los

huecos que las células muertas van dejando.
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Debido a este dafio celular se producen cambios como disminucién en el
namero de fotorreceptores, engrosamiento de la membrana de Bruch y activacion

la vascularizacion coroidea (29, 30).

1.5.5.1. Drusas

Las drusas son depésitos residuales de material extracelular de color
amarillento que se sitian en el espacio subretiniano entre la membrana basal de las
células del EPR y la zona colagena interna de la membrana de Bruch. Son el signo

tipico y patognomoénico de la DMAE (Fig. 6) (27).

Pueden variar en ntimero, tamafio, forma, grado de elevacién y extensién en
el EPR. Se localizan confinadas dentro de la févea o alrededor de ella respetdandola.
Raramente aparecen antes de los 45 afios, pero son casi universales en personas

mayores de 65 afios (31).
Segun su histologia y su morfologia se pueden clasificar en (32):

- Drusas pequefias y duras, tipicas de las formas secas de DMAE.

- Drusas blandas granulares, semisélidas con desprendimiento localizado
del epitelio basal.

- Drusas blandas liquidas con desprendimientos drusenoides del EPR.

- Drusas blandas o membranosas.

- Drusas reticulares o pseudodrusas reticulares.

- Drusas en regresion.

Todas las formas de drusas blandas son tipicas de las formas htimedas (33).
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Figura 6. Morfologia de los desechos drusenoides subretinianos. En A, las lesiones
(punta de flecha) se encuentran normalmente en el espacio subretiniano intercaladas
entre el sistema operativo de los fotorreceptores y RPE (retinal pigment epitelium, epitelio
pigmentario de la retina). En B, las lesiones penetran el espacio intrarretiniano. OPL
(outer plexiform layer, capa plexiforme externa), ONL (outer nuclear layer, capa nuclear
externa), OS (outer segments of rods and cones, capa de segmentos de bastones y conos),
Ch (Choroides, coroides) En C, las puntas de flecha delinean el borde exterior de la lesién,
y la flecha indica una pequefia drusa. C y D son secciones en serie que demuestran la

progresion de los desechos a través de los fotorreceptores (29).

1.5.5.2. Atrofia incipiente (atrofia no geogrifica)

Es la fase en que se produce un adelgazamiento y despigmentacién del EPR.
A nivel histolégico se observa un infiltrado de linfocitos, fibroblastos y macréfagos
en la membrana de Bruch (30). Precede a la atrofia geogréfica.

1.5.5.3. Atrofia geogrifica

Se define como cualquier zona ovalada o redondeada bien delimitada,
hipopigmentada, despigmentada o con ausencia aparente del EPR, en la que los
vasos coroideos son maés visibles que en las zonas circundantes y que debe ser al

menos de 175 micras de didmetro.

La muerte del epitelio pigmentario precede a la atrofia de la capa

coriorretiniana y a la vasoconstriccion de la capa coriocapilar, presumiblemente
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por la disminucién de la produccién de factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF) (26).

1.5.5.4. Neovascularizacion coroidea

La DMAE exudativa se caracteriza por la existencia de una NVC en el area
macular generada por un proceso de formacién y maduracién de nuevos vasos
sanguineos a través de la gemacién o separacion de los vasos coroideos existentes
en condiciones normales (Fig. 7A). Estos neovasos procedentes de la capa
coriocapilar penetran a través de la membrana de Bruch en el espacio que esta por
debajo del epitelio pigmentario, pudiendo desarrollarse también en el espacio
subretiniano. Progresivamente se asocian a una proliferacion fibrovascular
produciendo en estadios finales una cicatriz disciforme (Fig. 7B), con destruccion

del EPR y de los fotorreceptores de la retina (26).

Figura 7. A) Retinografia de paciente con DMAE exudativa con NVC. B) Cicatriz
disciforme. Retinografia de paciente con atrofia extensa y circular de EPR. (FOTOS DE
AUTOR)

1.5.6. Factores de riesgo de DMAE

Los factores de riesgo que pueden afectar a la apariciéon de la DMAE se
pueden dividir en demograficos, cardiovasculares, toxico-nutricionales, oculares,

hormonales o asociados a enfermedades como es la Enfermedad de Alzheimer.
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1.5.6.1. Factores demogrdficos

1.5.6.1.1. Edad
La edad es el principal factor de riesgo para presentar DMAE. Todos los

estudios epidemiolégicos revisados demuestran un claro incremento de la

prevalencia de la DMAE conforme aumenta la edad (14-19).

1.5.6.1.2. Sexo

La DMAE parece ser mas frecuente en el sexo femenino, pero no esta

claramente demostrado (14-19).

1.5.6.1.3. Raza

Las formas més avanzadas de DMAE parecen ser menos frecuentes en la raza
negra, lo que se explicaria por el papel protector de la melanina frente a los procesos

oxidativos retinianos, aunque no esta cientificamente demostrado (35).

1.5.6.2. Factores cardiovasculares

1.5.6.2.1. Arteriosclerosis

Se ha encontrado mayor prevalencia de DMAE en personas con
placas ateromatosas carotideas. Hay estudios que postulan que la DMAE
neovascular podria ser fruto de un proceso de arteriosclerosis que afectase a los
vasos coroideos (36).

1.5.6.2.2. Hipertension arterial

La posible relacion entre DMAE e hipertensién arterial (HTA) no se ha
podido confirmar aunque hay estudios que concluyen que la HTA es un factor de
riesgo de padecer DMAE (37).

1.5.6.2.3. Hipercolesteremia

Los niveles altos de colesterol en sangre o hipercolesterolemia (HCL) parecen
predisponer a desarrollar DMAE, pero los resultados no son lo suficientemente

concluyentes (37).
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1.5.6.2.4. Diabetes mellitus

La posible relacion entre diabetes mellitus (DM) y DMAE tampoco se ha
podido evidenciar. Hay que tener en cuenta que en presencia de retinopatia
diabética es complicado diagnosticar una DMAE por la similitud de signos clinicos

que comparten (37).
1.5.6.3. Factores toxicos y nutricionales

1.5.6.3.1. Tabaco

Junto con la edad, el tabaquismo es el tnico factor de riesgo de DMAE
claramente demostrado. Es un factor dosis-dependiente, ya que a mayor nimero
de cigarrillos fumados por dia mayor es el riesgo de desarrollar DMAE. Este riesgo
se mantiene afios después de dejar de fumar. Esta asociacién vendria determinada

por el aumento del estrés oxidativo que provoca el consumo de tabaco (38).

1.5.6.3.2. Alcohol

No se han encontrado datos relevantes que relacionen la DMAE con la
ingesta de alcohol, aunque recientemente se han publicado estudios que indican el
factor protector del resveratrol, presente en el vino, en el desarrollo de esta
enfermedad (39).

1.5.6.3.3. Antioxidantes

Se han llevado a cabo varios estudios para determinar si la ingesta de
antioxidantes puede prevenir el desarrollo de esta enfermedad, debido a la
importancia que tiene el estrés oxidativo en la patogénesis de la DMAE. El mas
significativo es el estudio AREDS (Age-Related Eye Disease Study), que aleatoriz6 a
pacientes con distintos grados de DMAE a suplementacion oral con antioxidantes,
zinc, antioxidantes y zinc, todos ellos versus placebo. Como antioxidantes se
utilizaron vitamina C, vitamina E y betacarotenos. La media de seguimiento fue de
6,3 afos. Los resultados del estudio demostraron que la combinaciéon de
antioxidantes y zinc era efectiva para reducir la progresién en pacientes con mayor

riesgo de desarrollar formas avanzadas de DMAE (40).



CAPITULO I: INTRODUCCION 55

Paraddjicamente, en este estudio se observé que los betacarotenos se
relacionaban con un mayor riesgo de desarrollar cancer de pulmoén en personas
fumadoras. Por este motivo, se realiz6 el estudio AREDS 2, reemplazando a
los betacarotenos como antioxidantes por luteina y zeaxantina y/o &cido
graso de cadena larga poliinsaturado omega 3. Ademds se disminuy6 la dosis
de zinc por recomendacién de nutricionistas del estudio AREDS encontrandose
igualmente reduccién en la progresion de enfermedad (41).

1.5.6.3.4. Exposicién solar

La luz interacciona con las moléculas de la retina e induce la formacién de
radicales libres causando peroxidacién lipidica en la capa retiniana formada por
los segmentos de externos de los fotorreceptores.

Se ha demostrado una relacién entre la exposicion solar y la aparicion de
drusas y alteraciones en el EPR (42), aunque no es un factor directo como la edad y
el habito tabaquico. Sui y colaboradores publicaron en 2013 un metaanalisis que
confirma esta relacion (43).

Por otra parte, el cristalino opaco (denominado catarata), al localizarse por
detrds del iris y delante de la retina, puede hacer de filtro de la radiacién

ultravioleta evitando el inicio de lesiones degenerativas en la retina (44).

1.5.6.4. Factores oculares

1.5.6.4.1. Hipermetropia

Hay estudios que sugieren que la DMAE es mads frecuente en personas
hipermétropes. Posiblemente, la menor longitud axial ocular de estos pacientes
puede comprometer el flujo sanguineo de los vasos coroideos favoreciendo el
desarrollo de DMAE (37).
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1.5.6.4.2. Color del iris

La melanina protege a la retina del dafio oxidativo causado por la radiacién
solar ya que puede neutralizar radicales libres. Los iris claros, que tienen menos

melanina, se consideran un factor de riesgo de DMAE (37).

1.5.6.4.3. Cirugia de catarata

La cirugia de catarata puede favorecer el desarrollo de DMAE en ojos
predispuestos, al quitar la proteccion del cristalino. Ademas, durante la cirugia se

liberan factores proinflamatorios que pueden influir en la progresion de la DMAE
(44).

1.5.6.5. Factores hormonales

Las mujeres con menopausia precoz tienen mayor riesgo de desarrollar
DMAE. Por el contrario, las mujeres postmenopausicas que toman estrégenos
tienen menor prevalencia de DMAE. Aunque se desconoce el por qué, esto sugiere
el posible factor protector de los estrégenos frente al desarrollo de DMAE y podria

relacionarse con la mayor prevalencia en estadios seniles en el sexo femenino (45).

1.5.6.6. Enfermedad de Alzheimer

Los actmulos proteicos asociados a las drusas han sido identificados como
responsables en la patogenia de otras entidades clinicas como son la enfermedad
de Alzheimer (EA), la arteriosclerosis y la amiloidosis. Johnson y colaboradores
establecen la relacion entre la EA y la DMAE. Estos autores sugieren que las drusas
contienen moléculas inmunomoduladoras que provocan inflamacién local y
activan la cascada del complemento, causando finalmente la degeneracién de los
fotorreceptores. Postulan, también, que esta inflamacién crénica es el punto clave
en la patogénesis de la DMAE. La proteina p-amiloide (tipicamente presente en la
EA) se ha encontrado dentro del componente vesicular de las drusas y se ha

implicado como un activador principal de este proceso inflamatorio (Fig. 8) (46).
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Figura 8. Diagrama que representa las relaciones anatdémicas entre el EPR (RPE), la
membrana de Bruch (BM) y las drusas (Dr). Las vesiculas que contienen p-amiloide, que
probablemente representan los sitios principales de la activacién del complemento, se

identifican dentro de drusas (flechas). CHOR, vasculatura coroidea; CAP, capilares (46).

Anderson y colaboradores demuestran que la herencia de la apolipoproteina
E4 va unida tanto a la EA como a la DMAE. Establecen, ademaés, una relacién
protectora de la apolipoproteina E4 para la DMAE exudativa, pero de riesgo para
la EA. Los resultados de sus estudios sugieren que los depésitos celulares
derivados de las células del EPR, depositados entre la lamina basal y la membrana

de Bruch, contribuyen al estimulo inflamatorio crénico y a una posterior formacion
de drusas (47).

1.5.7. Etiopatogenia de la DMAE

La DMAE es una enfermedad en la que influyen varios factores causales,

aunque todavia no se ha podido demostrar el mecanismo etiopatogénico inicial.

1.5.7.1. Papel del estrés oxidativo

El estrés oxidativo juega un papel fundamental en la patogenia de la DMAE
y se considera su principal factor desencadenante. Ocurre cuando aumentan los
niveles de oxidantes sobre los de antioxidantes favoreciendo la oxidacién y la

pérdida de la adecuada funcién celular (48).

Como consecuencia de este estrés oxidativo se generan radicales libres de

oxigeno en el tejido retiniano cuya produccion es elevada debido al exacerbado
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metabolismo y consumo de oxigeno de las células del EPR. La produccién de
sustancias oxidantes se favorece en presencia de factores como la contaminacién,

la irradiacion, la inflamacion crénica y el envejecimiento (49).

Las células del EPR y los fotorreceptores son ricos en &cidos grasos
poliinsaturados (docosahexaenoico y eicosapentaenoico), muy susceptibles a los
radicales libres de oxigeno producidos por la radiacién ultravioleta y las elevadas
concentraciones de oxigeno. Se han encontrado marcadores de dafio celular,
ademas de alteraciones estructurales, en las mitocondrias de las células del EPR y
de los fotorreceptores en ojos de donantes con DMAE (50). Esto podria indicar que
las alteraciones en la regulacion del dafio oxidativo y el dafio mitocondrial

constituyen posibles factores etiopatogénicos de la DMAE (51).

Se ha postulado también el efecto dafiino de la luz ultravioleta sobre la retina,
incrementando el estrés oxidativo (52). Esta teoria, expuesta por un estudio
realizado con la cohorte del Beaver Dam Eye Study, sugiere que en el propio
metabolismo de degradacion de los fotorreptores retinianos y de sus pigmentos
internos (lipofucsina y rodopsina) se generan radicales libres (42), lo que conlleva
un aumento de factores proinflamatorios y proangiogenicos y que se desencadene

la cascada angiogenica (53).

1.5.7.2. Papel de la angiogénesis

Para la aparicion de la angiogénesis se precisa un desequilibrio a favor de la
sefal proangiogenica, ya sea por aumento de los factores proangiogenicos o por

disminucién de los antiangiogenicos (52).

La angiogénesis desempefia un papel fundamental en multitud de procesos
fisiol6gicos como la cicatrizacién de heridas o la regeneracién cardiaca tras un
infarto de miocardio. En estos casos, la formacién de nuevos vasos es un proceso

controlado que permite la ramificaciéon normal de la vasculatura existente.

En otros casos, como en el cancer o la DMAE, la angiogénesis descontrolada
produce un aumento anormal y desordenado de neovasos (54), debido a un

incremento del factor de crecimiento endotelial vascular (Vascular Endothelial
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Growth Factor, VEGF) y de otros factores proangiogénicos como la subunidad beta
del factor de crecimiento derivado de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor Beta,
FGE-p), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (Platelet Derivated Growth
Factor, PDGF), el factor de crecimiento epidérmico (Precursor Epidermal Growth
Factor, PEGF), el factor inductor de hipoxia (Hypoxia Inductor Factor, HIF) o la
angiopoyetina (55).

Las células endoteliales de los vasos coroideos son resistentes a los estimulos
angiogénicos en condiciones normales, pero en la DMAE se asocian situaciones
patolégicas como la hipoxia, la isquemia o la inflamacién local crénica que
inclinan la balanza hacia la sefial proangiogénica. En el caso de que existan
alteraciones previas como engrosamiento o disrupcién de la membrana de Bruch,
presencia de drusas blandas confluentes o disfuncién del EPR se genera un
ambiente que facilita la angiogenesis y, con ello, la neovascularizaciéon coroidea
(56).

1.5.7.3. Papel del EPR y de la inflamacion cronica

El punto principal para el desarrollo de la NVC es la alteraciéon de la
funcién normal de las células del EPR. En condiciones normales, las células del
EPR son las responsables del adecuado funcionamiento de los fotorreceptores, de
la proteccién retiniana frente a la luz ultravioleta, de la formacién junto con el
endotelio vascular de la barrera hematorretiniana y de mantener la inmunidad
celular de la mécula (44). Otra de sus principales funciones es la digestiéon de

porciones inttiles de los fotorreceptores retinianos vecinos (5).

El EPR ejerce una importante funcion en la patogénesis de la DMAE (58).
Con la edad, se producen alteraciones en el sistema inmunitario que
ocasionan anomalias en la actividad fagocitaria y en el metabolismo de las células

del EPR, no pudiendo eliminar correctamente las sustancias de desecho.

Asi, se acumula lipofuscina en los lisosomas intracelulares
provocando apoptosis de las células del EPR ya que dicho metabolito absorbe
la luz, dafa el EPR y activa la fagocitosis. Los productos desechados en la
fotooxidaciéon de la lipofuscina activan la respuesta del complemento y

cronifican la inflamacién local (59).



60 MARIA DOLORES MIRANDA ROLLON

Por otra parte, esta inflamacion local estd asociada a la angiogénesis en la
DMAE exudativa. En el proceso inflamatorio, mediado por macrofagos, se
segregan metaloproteasas (MMP), enzimas proteoliticas de la matriz celular que
erosionan la membrana de Bruch y activan elementos proinflamatorios como son
factores del complemento (C3a y Cba) y citocinas tipo interleucinas-6, 8 y 12.
Ademas, la inflamacion local activa las células endoteliales y, con ello, la adhesién

y la permeabilidad vascular (Fig. 9) (60).
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Figura 9. La iniciacién de la respuesta inflamatoria en el endotelio vascular retiniano.
Reconocimiento de PAMPs y DAMPs (patogen- and damage- associated molecular patterns,
patrones moleculares asociados a dafio y a patégenos) por los receptores de
reconocimento de patégenos celulares (pathogen recognotion receptors, PPRs) que hacen
que aumente la produccién de citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas. Los
mediadores liberados contribuyen a la activacién del endotelio, produciendo aumento
de la expresiéon de moléculas de adhesiéon y de la permeabilizacién vascular. Los
leucocitos circulantes se adhieren a moléculas expresadas por el endotelio, ralentizan su
velocidad y comienzan a rodar a lo largo de la capa endotelial.

El gradiente de quimioquinas que se origina en el tejido inflamado hace que los
leucocitos comiencen a expresar integrinas para permitir su unién a células endoteliales.
Finalmente, los leucocitos abandonan la circulacién para buscar el tejido inflamado
donde los monocitos se diferencian en macréfagos y células dendriticas segin las

condiciones locales (60).
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1.5.7.4. Papel del factor de crecimiento vascular endotelial

El VEGF fue purificado y clonado por primera vez por Ferrara y
colaboradores en 1989 tras aislar un mitogeno endotelial celular en el sobrenadante
de células hipofisarias bovinas (61), aunque en estudios previos ya se habia descrito

una proteina que parecia aumentar la permeabilidad vascular (62).

La familia del VEGF consta de 5 glicoproteinas: VEGF-A, -B, -C, -D y factor
de crecimiento placentario (Placental Growth Factor, PIGF) (63). E1 VEGF-A es una
glicoproteina homodimerica que desempefia un papel fundamental en la
patogenesis de la DMAE exudativa y de otros procesos angioproliferativos
retinianos como la retinopatia diabética o la retinopatia del prematuro. Es el
responsable de incrementar la permeabilidad vascular de las células endoteliales al
liberar MMP que degradan la membrana basal de la células endoteliales haciendo
que se extravasen leucocitos, activando la respuesta inflamatoria y la proliferacién
celular (64, 65).

Se han descrito seis isoformas de VEGF-A que se distinguen por su peso
molecular, acidez y capacidad de unién a heparina. Las isoformas se producen por
escision y unién (splicing) del ARN. Las formas mds pequeias (isoformas 110, 121,
144 y 165) se segregan y difunden libremente, aunque la isoforma 165 se puede unir
a la superficie celular o a la matriz extracelular, mientras que las formas mas
grandes (isoformas 189 y 206) estdn unidas a la matriz extracelular y tienen gran
afinidad por la heparina (66). Las isoformas extracelulares pueden degradar a la
isoforma 110 de VEGF por la prote6lisis del plasminogeno sobre la isoforma 165 en

la superficie celular siendo esta tltima funcionalmente activa (67).

La hipoxia tisular es el mas potente estimulador de la produccién de VEGE-
A por las células endoteliales y del EPR (58). A su vez, el VEGF-A es un potente
estimulador de la angiogenesis e inductor del incremento de la permeabilidad
vascular (68), hasta 50.000 veces mas potente que la histamina en el aumento de la

permeabilidad microvascular cutdnea (69).

El VEGF-A se une a tres receptores tirosincinasa: VEGFR1, VEGFR2 y

VEGEFR3. Los receptores tirosincinasas son receptores celulares que presentan
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actividad enzimética intrinseca, se unen a ligandos tipo factores tréficos y van
asociados a una via de sefializacién intracelular. De este modo, su activacién tras
unién a un ligando externo provoca una cascada interna de reacciones enzimaticas
que facilita la adaptacion de la célula a su entorno gracias a mensajeros secundarios
(Fig. 10) (58, 70). El VEGFR1 participa en la liberacién de factores de crecimiento o
reclutamiento de células inflamatorias. El VEGFR2 es mas activo en las células
endoteliales, ya que media propiamente la migracion celular y la permeabilidad
vascular. La fijaciéon de la forma de VEGF-A 165 en la DMAE a VEGFR2 implica el
aumento de la migraciéon celular y la proliferaciéon de las células endoteliales
alterando las uniones intercelulares herméticas, lo que provoca un aumento de la

permeabilidad y de la proliferacién vascular (71).

VEGF-A VEGFR-2

Multiples vias de sefializacién
intracelular mediadas por el receptor

/ tirosin kinasa \
Inhibicién de M Aumento de la
la apoptosis Proliferacion permeabilidad

endotelial

Figura 10. Cascada de senalizacion de VEGF a través de VEGFR2 (70).

1.5.7.5. Papel del factor de crecimiento derivado de plaquetas

El PDGF esta producido por varias células, principalmente por las plaquetas,
y estabiliza y madura los neovasos por su accién sobre el pericito, ya que recluta

macréfagos y fibroblastos contribuyendo a la fibrosis de los tejidos (72).

El PDGEF, al igual que el VEGEF, se une a un receptor tirosincinasa, bloqueando
al VEGF, por lo que parece ser un factor diana en la inhibicién de la angiogénesis
(73).
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1.5.7.6. Otros factores

Las angiopoyetinas 1y 2 (Ang 1 y Ang 2) y su receptor Tie-2 contribuyen,
junto con el VEGF, a la neovascularizaciéon coroidea. La Ang 1 promueve la
integridad vascular y la maduracién, inhibiendo la apoptosis y reduciendo la
permeabilidad celular. La Ang 2 es un antagonista de Ang 1 y promueve la
angiogénesis, inducida por VEGF (74).

Hay receptores endoteliales en las membranas celulares de la NVC, como
son las a-integrinas y el receptor CD105 del factor de crecimiento transformante
beta (Transformating Growth Factor, TGF-$) que podrian ser dianas para posibles
tratamientos antiangiogénicos. En un modelo de NVC se consigui¢ inhibir la
proliferacién vascular afiadiendo anticuerpos monoclonales contra las a-integrinas
(75). Ademas, el bloqueo del receptor CD105 de TGF-p se ha asociado a la

inhibicién de la proliferaciéon vascular (76).

Se cree que la naturaleza avascular de la membrana de Bruch se debe a que
el EPR inhibe el crecimiento de los vasos sanguineos coroideos hacia el interior
retiniano en condiciones normales, variando esta inhibicién con los cambios
maculares asociados a la edad. El estimulo que activa la produccion del factor de
crecimiento del EPR es desconocido, aunque se postula un déficit en el aporte
metabdlico desde el plasma sanguineo debido a una menor difusién de sustancias
a través de la membrana de Bruch dafiada o a la hipoxia resultante de los cambios
en los capilares coroideos (77).

1.5.8. Diagnéstico de la DMAE

1.5.8.1. Medida de agudeza visual

En pacientes de edad avanzada es necesario descartar la aparicion de DMAE
si se detecta una pérdida brusca de agudeza visual (AV) en visién cercana o lejana.

Estos pacientes a menudo refieren una pérdida de visién brusca o la apariciéon
de una mancha oscura en el centro de su campo visual, denominada “escotoma
central” cuando aparece una membrana neovascular. La presencia de estos

sintomas, en ocasiones, ocurre en uno de los ojos, de modo que puede pasar
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desapercibido para el paciente y de ahi la importancia de realizar revisiones

oftalmolégicas periddicas en los grupos de riesgo de padecer esta enfermedad.

La mayoria de estudios de patologia macular emplean la escala ETDRS (Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study) para medir la AV. Consiste en una secuencia
de filas de letras dispuestas de mayor a menor tamafio y colocadas en forma
triangular (Fig. 11). Parece ser la escala mas fiable para cuantificar pérdidas o

ganancias de vision en este tipo de pacientes (78).

Figura 11. Escala ETDRS (78) .

Otro tipo de medida de AV es la escala de Snellen. Este método es el mas
utilizado en las consultas de oftalmologia. La escala de Snellen se describe como la
distancia a la que se realiza la prueba dividida por la distancia a la cual la letra
equivale verticalmente a cinco minutos de arco de tamafio (Fig. 12) (9). Un minuto
de arco, denominado también minuto sexagesimal, es una unidad de medida de
un dngulo plano que equivale a 1/60 de un grado sexagesimal. Un grado se define
como la medida equivalente a 1/360 de un circulo. Son medidas empleadas

habitualmente en optometria (79).
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Figura 12. Escala de Snellen (9).

1.5.8.2. Test de la rejilla de Amsler

En numerosas ocasiones, la pérdida de AV va asociada a una alteracién de la
visién denominada metamorfopsia, que consiste en ver distorsionadas las lineas
rectas. Para evaluar la presencia de este sintoma se utiliza la rejilla de Amsler, un
gréfico con una cuadricula simple de 400 pequefios cuadrados en fondo negro que
permite evaluar 20° de campo visual de fijacion central (Fig. 13). Esta considerada
como la prueba de cribado de patologia macular ya que permite valorar si existe
dicha metamorfopsia o un escotoma o pérdida de visién central (80).
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Figura 13. Rejilla de Amsler (78).

1.5.8.3. Examen de fondo de ojo

Hay diferentes herramientas utilizadas por los oftalmélogos para el examen
de fondo de ojo (FO) en pacientes con sospecha de DMAE. La mas usada es el
oftalmoscopio indirecto, que dispone de una fuente de luz y diferentes lentes de
aumento que permite la visualizacién retiniana a través de los medios
transparentes del globo ocular. El mismo mecanismo se utiliza también para la

lampara de hendidura o el biomicroscopio ocular.

También se utiliza la retinografia que permite realizar fotografias de polo
posterior, que en muchas ocasiones permite hacer la exploraciéon macular sin

necesidad de dilatar la pupila (9).

1.5.8.4. Angiografia con fluoresceina

La fluoresceina es un pigmento naranja, soluble en agua, que se inyecta via
endovenosa y circula por el torrente sanguineo. De este modo, la angiografia con
fluoresceina (AFG) consiste en hacer un seguimiento fotografico del paso de la
fluoresceina por la circulacién retiniana (Fig. 14). El comportamiento tipico de la

DMAE es la hiperfluorescencia de las lesiones en la fase precoz. Posteriormente, en
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fases tardias, va disminuyendo en intensidad sin cambio en el tamafio o en la forma
de las mismas. En el caso de la NVC hay una extravasacion de contraste debido a
la ruptura de la barrera hematorretiniana interna (9).

Figura 14. Secuencia angiogréfica de NVC en la que existe una hiperfluorescencia en las
fases precoces (A y B) y disminucién de intensidad en las fases tardia (C y D) (FOTO DE
AUTOR)

Angiograficamente hay cuatro tipos de comportamiento de las membranas
neovasculares (6):

- Membrana coroidea clésica: Se observa un area de hiperfluorescencia
bien delimitada en la fase inicial, con escape tardio de contraste.

-  Membrana predominantemente clasica: Cuando la membrana ocupa
mas del 50% de la lesion.

- Membrana minimamente clasica: Cuando la membrana ocupa menos del
50% de la lesion.
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- Membranas ocultas: Cuando no se evidencia su origen a nivel retiniano.
Puede haber hiperfluorescencia irregular en las fases iniciales y un
escape de fluoresceina en las fases tardias que podria estar asociado con

el desprendimiento de epitelio pigmentario.

La clasificacién de las membranas neovasculares segin su comportamiento
angiografico tuvo una gran importancia en el pasado porque los resultados del
tratamiento, tanto con laser térmico como con terapia fotodinamica, eran diferentes
segin los distintos tipos de membranas (81). Hoy dia, existen tratamientos
farmacolégicos antiangiogénicos que permiten mejorar la agudeza visual en un
tercio de los pacientes con DMAE exudativa, independientemente del tipo de
membrana que exista (82). Tampoco es imprescindible la angiografia para valorar
la respuesta al tratamiento porque, generalmente, los criterios de retratamiento se
basan en la agudeza visual, los hallazgos en la tomografia de coherencia 6ptica
(Optical coherence tomography, OCT) y en la exploracién con biomicroscopia del
fondo de ojo. Actualmente se utilizan técnicas diagnésticas que combinan la
angiografia con la OCT (angiotomografia de coherencia 6ptica) permitiendo un
6ptimo manejo de la DMAE (83).

No obstante, es aconsejable realizar una angiografia con fluoresceina, como
minimo, en el momento del diagnodstico, ya que sirve como dato prondstico (son
mas agresivas las membranas clasicas que las ocultas). Ademads, se puede retrasar
el tratamiento de una membrana oculta sin signos de actividad (pérdida de
agudeza visual o sangrado) pero no el tratamiento de una membrana clasica, por

el mayor riesgo de progresion y pérdida visual (84).

1.5.8.5. Angiografia con verde de indocianina

El verde de indocianina es un colorante soluble en agua, que, al igual que la
fluoresceina, se inyecta via endovenosa y circula por el corriente sanguineo. La
angiografia con verde de indocianina tiene un gran valor para el estudio de la
circulacién coroidea, mientras que la AFG sélo permite estudio de la circulaciéon

retiniana.
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Este tipo de angiografia se utiliza en el estudio de las membranas
neovasculares ocultas, en neovascularizaciones coroideas asociadas a
desprendimiento de neuroepitelio con sangrado subretiniano y en recurrencias de
membranas en las que la atrofia retiniana no permite una adecuada visualizacién
de nuevas lesiones (85). Es también ttil para la identificacién de los patrones
caracteristicos de RAP y de VCP (2).

1.5.8.6. Tomografia de coherencia dptica
La OCT fue desarrollada por Huang y Swanson en 1991 (86). Es la prueba

diagnoéstica por excelencia para el estudio de la DMAE exudativa ya que permite
un analisis cuantitativo de los signos de actividad y de la respuesta al tratamiento.
Ademas, es una prueba rapida y no invasiva, a diferencia de la AFG o la angiografia
con verde de indocianina. Es de gran utilidad para el diagnoéstico de la enfermedad
asi como para valorar la evolucién de la respuesta al tratamiento, especialmente

tras la administracion de inyecciones intravitreas de antiangiogenicos (84).

La OCT proporciona imagenes transversales de alta resolucién de vitreo,
retina y coroides permitiendo diferenciar estructuras de hasta 10-20 micras. Su
funcionamiento es similar a una ecografia pero usa ondas de luz en lugar de
ultrasonidos. Las técnicas 6pticas de imagen se basan en la utilizacién de la luz, lo
que permite obtener una resolucién de las imédgenes diez veces superior a las
ecograficas. La limitacién de estas técnicas es que precisan de una estructura no
opaca para permitir el acceso a la luz, por lo que el sistema 6ptico ocular es un

medio ideal para este tipo de exploraciones (87).

El principio bésico en que se fundamenta la OCT es la inferometria de baja
coherencia, que es un método simple para medir distancias de elevada precision en
funcién de la luz reflejada desde los tejidos (Fig. 15).
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Figura 15. Inferometria de baja coherencia. Esquema que muestra el funcionamiento de
la OCT (87).

Consiste en que un rayo de luz infrarroja es emitido desde una fuente de luz
monocromadtica hacia un espejo de referencia situado a una distancia conocida,
donde se refleja y se divide en rayo de referencia y rayo de exploracién. El rayo de
exploracion se dirige al ojo penetrando en la retina y dispersandose por sus
distintas capas. De este modo, cuanto mas alejada esta la interfase mas retraso
llevara la luz reflejada. La luz reflejada de regreso consiste en los multiples ecos
provocados por las diferencias entre la distancia y las caracteristicas de las
estructuras oculares. El inferémetro es el encargado de procesar los rayos de
referencia y de sefial y de comparar la diferencia de tiempo entre ambos haces de
luz reflejados. Estos rayos se recombinan y el resultante se emite a un fotodetector
donde se procesa y se digitaliza mediante una computadora. Las imagenes
transversales se generan por barrido del rayo 6ptico en direccion transversal, lo
que ofrece una serie de datos en dos dimensiones que se pueden mostrar en una
imagen con colores o en escala de grises. El color manifiesta las propiedades 6pticas
de los tejidos tratdandose de imdgenes de cortes de tejidos no reales pero que

representa las dimensiones verdaderas de los tejidos medidos (86) (Fig. 16).
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Figura 16. Imagen de OCT (A) de mécula sana en comparacion con retinografia de polo
posterior sano (B) (FOTO DE AUTOR)

Mediante la OCT se pueden detectar cambios histol6gicos como incremento
en el espesor de la retina o presencia de fluido intrarretiniano, que pueden
preceder, incluso en semanas, a la sintomatologia (pérdida de agudeza visual,
aumento de metamorfopsia) presente en la evolucion de la DMAE. Por esto se
considera la técnica de elecciéon en el diagnéstico y seguimiento de la patologia
macular (84).

La drusas aparecen en la OCT como engrosamientos y deformidades en el
EPR que pueden formar irregularidades y ondulaciones en la banda

hiperreflectante correspondiente al mismo (Fig. 17).

Figura 17. Tomografia de coherencia 6ptica donde se observan ondulaciones en la capa

de EPR correspondientes a drusas maculares (FOTO DE AUTOR).
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En la NVC, la OCT permite localizar la membrana neovascular, medir su
extension y detectar la presencia de fluido intrarretiniano acompafiante. También
permite localizar afectaciones subfoveales, membranas ocultas y medir la respuesta
a los farmacos antiangiogénicos valorando la reduccién de la lesion, del fluido

subretiniano y, por consiguiente, del grosor macular (Fig. 18) (88).

Figura 18. Membrana neovascular subretiniana (flecha izquierda) con presencia de
liquido subretiniano (flecha derecha) (FOTO DE AUTOR).

1.5.9. Tratamiento de la DMAE

1.5.9.1. Antioxidantes

La luteina y la zeaxantina son los tinicos carotenoides presentes en la macula
(89) vy su funcion es proteger al EPR del estrés oxidativo y del dafio de la luz
ultravioleta (90). En el afio 2001, el estudio AREDS demostré una reducciéon de
progresion a DMAE avanzada y una mejoria de la pérdida de visién en pacientes
que tomaban antioxidantes y zinc frente a placebo. Aunque no es necesario realizar
tratamiento especifico en las fases iniciales de la enfermedad, es recomendable una
dieta rica en luteina y zeaxantina, pigmentos presentes en frutas y verduras en
general, con mayor concentracién en espinacas, brécol, berros, maiz, naranja y

yema de huevo (40).

Los suplementos orales de luteina y zeaxantina aumentan la concentraciéon
de estos carotenos en la macula, haciéndola més resistente al dafio causado por los

radicales libres. En el estudio AREDS 2 se complementaron este tipo de
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suplementos con omega-3, acido graso poliinsaturado presente en el pescado azul
y los frutos secos. Dentro de estos acidos grasos el acido docosahexaenoico (DHA)
es el més directamente implicado en la prevencién de las lesiones retinianas
derivadas de la edad por su elevado poder antiinflamatorio, antioxidante y

antiangiogénico (41).

Se considera que hay un elevado riesgo de progresion a fases avanzadas de
DMAE cuando en el examen de fondo de ojo se observan drusas grandes y
alteraciones pigmentarias a nivel foveal. Ante estos hallazgos se aconseja iniciar
tratamiento oral con antioxidantes (vitamina E, C), luteina, zeaxantina y
suplementos minerales (zinc). Si bien no estd demostrado cientificamente que estos
suplementos prevengan la enfermedad, pueden frenar la pérdida de agudeza
visual y el avance hacia formas severas de DMAE. También estan indicados en
pacientes que presentan en un ojo una forma severa de la enfermedad
independientemente del estadio de enfermedad en el que se encuentre el otro ojo
(16).

1.5.9.2. Fotocoagulacion con ldser de argon

Consiste en la aplicacién directa de laser de argon sobre la lesién retiniana.
Se emplea en membranas clasicas bien delimitadas de localizacién extrafoveal y
yuxtafoveal. Debido al alto grado de recidivas (cerca del 50%) y al riesgo de
escotoma irreversible que se puede desarrollar, muchos autores la desestiman y

prefieren el empleo de farmacos con capacidad antiangiogenica (91).

También se puede considerar esta modalidad de tratamiento en las lesiones
peripapilares (92) y en el tratamiento de la VCP (93) y la RAP (94), con o sin

tratamiento coadyuvante (95).
1.5.9.3. Cirugia

1.5.9.3.1. Cirugia submacular

Es una técnica que asocia vitrectomia con retinotomia y extirpacién de la
NVC. Las indicaciones mas frecuentes son la hemorragia submacular masiva como

complicacién de la DMAE exudativa (96), y algunas membranas neovasculares



74 MARIA DOLORES MIRANDA ROLLON

yuxtapapilares cuya extensiéon no afecta la zona avascular foveal (97). No se ha

demostrado efectiva para frenar la enfermedad (84).

1.5.9.3.2. Translocacion macular

Es un procedimiento quirtargico complejo que pretende desplazar y recolocar
la fovea sobre el epitelio pigmentario sano tras extraccion de la membrana
neovascular. En un seguimiento a 12 meses de 50 pacientes intervenidos se obtuvo
una mejoria de dos a tres lineas de AV medida con escala EDTRS en el 66% de los
casos, mientras que el 28% de los casos mantuvieron estable su AV (98). Por la
complejidad de la técnica y que la curva de aprendizaje quirtrgico es grande no

estd indicada en el manejo inicial de la DMAE exudativa (84).

1.5.9.4. Terapia fotodindmica

La terapia fotodindmica (TFD) consiste en la administracién via intravenosa
de verteporfino (Visudyne®), un fadrmaco fotosensible, y aplicacién posterior de
luz de una longitud de onda determinada con el fin de que se produzca una
reaccion fotoquimica en la zona de la lesion y la destruya dejando una cicatriz
similar a la cicatriz disciforme tipica de fases avanzadas de DMAE. Fue autorizada
por la Food and Drug Administration (FDA) en el afio 2000 para el tratamiento de
NVC predominantemente clédsica, para el sindrome de presunta histoplasmosis
ocular y para la membrana midpica tras la realizacion de estudios multicéntricos
como el estudio TAP (Treatment of Age-Related Macular Degeneration with
Photodynamic Therapy) (99) o el VIP (Verteporfin In Photodynamic Therapy) (100).

La TFD supuso una mejora con respecto al tratamiento laser, pero debido a
la pérdida de AV que presentan los pacientes, como consecuencia de la
cicatrizacién de la lesién, y a la aparicion de los farmacos antiangiogenicos, su
utilizacion ha disminuido como monoterapia. A dia de hoy, se usa esta terapia
combinada con los antiangiogénicos, tratando de disminuir el ndmero de

inyecciones de éstos (84).
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1.5.9.5. Terapia antiangiogénica

1.5.9.5.1. Pegaptanib s6dico
El pegaptanib sédico (Macugen®), producido por Pfizer, es el

primer fdrmaco antiangiogénico que se emple6 como tratamiento de la
DMAE. Es un anticuerpo PEGilado sintetizado a partir de un oligonucleétido de
ARN de 28 bases de ARN al que se le han unido 2 grupos polietilenglicol (20-
kD) con el fin de aumentar su vida media dentro del globo ocular. Actta
impidiendo la unién de la isoforma 165 del VEGF-A a su receptor (101). La FDA
aprob6 su utilizaciéon en 2004 en base a los resultados del estudio VISION
realizado con pacientes con DMAE exudativa tratados en varios centros de
Estados Unidos y Canada (102).

Se emplea una jeringa de 90 microlitros con 0,3 mg de
pegaptanib, recomendando una fase de carga de 4 inyecciones, una cada 6
semanas, retratando posteriormente las recidivas hasta conseguir la

inactividad de la membrana neovascular (102).

Debido a su menor efectividad frente a otros antiangiogénicos, queda
relegado como opcidén terapéutica para pacientes con DMAE exudativa y factores
de riesgo cardiovascular o antecedentes de enfermedad aterotrombotica, ya
que presenta un excelente perfil de seguridad sistémica, superior al de
bevacizumab y ranibizumab, dos de los antiangiogénicos mas empleados en el
tratamiento de la DMAE hoy dia (84).

1.5.9.5.2. Bevacizumab

El bevacizumab (Avastin®), producido por Genentech Inc/Roche,
fue aprobado por la FDA en 2004 para uso exclusivo en el cdncer de colon
metastasico. A pesar de que su indicacién se ha ido ampliando a otras
patologias, no estd aprobado en la DMAE exudativa. Se trata de un
anticuerpo monoclonal humanizado IgGl, de 148 kD de peso molecular,
desarrollado para frenar la angiogénesis asociada al crecimiento tumoral, ya
que es capaz de inhibir todas las isoformas biolégicamente activas del VEGF-A
(103).
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El grupo de Rosenfeld, de la Universidad de Miami, observé en el afio 2005
que algunos pacientes con distintas neoplasias y DMAE, de modo concomitante,
tratados con bevacizumab sistémico mejoraban su AV (104). Basdndose en este
hallazgo y para evitar los efectos adversos a nivel sistémico (hemorragias graves)
asociados a la administracién intravenosa de bevacizumab, decidieron inyectar el
farmaco directamente en el vitreo. Los resultados preliminares fueron muy
satisfactorios, lo que aval6 el uso intravitreo de 0,5 mg del farmaco en Oftalmologia
(105). No obstante, la via de administraciéon intraocular tampoco ha sido aprobada
por las autoridades sanitarias, permitiéndose solamente su administracién como

“uso compasivo” (84).

1.5.9.5.3. Ranibizumab

El ranibizumab (Lucentis®), producido por Novartis, es un fragmento de
anticuerpo monoclonal (Fab) recombinante humanizado que se une a todas las
formas activas del VEGF-A. Tiene un menor peso molecular, 48 kD, que el
bevacizumab, lo que le hace tener una mejor penetrancia ocular y poder actuar

frente a enfermedades retinianas y coroideas (Fig. 19) (82).
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Figura 19. Sintesis de bevacizumab y ranibizumab. En esta figura se ilustran para cada
anticuerpo los pasos en su sintesis, empezando por el clon hibridoma de ratén A.4.6.1.
Cada color indica un fragmento de las dos cadenas Fab humanizadas. Cada flecha indica
diferentes pasos de las dos lineas de los fragmentos Fab unidos al antigeno humanizado.
Cada 6valo indica una o mas cadenas de DNA recombinante usadas para construir los
genes que corresponden a la inmunoglobulina G o a los distintos anticuerpos de la forma
Fab. El proceso de seleccién incluye dos variantes con afinidad independiente Y0243-1
y Y0238-3. Cambios en los aminoacidos fueron combinados e introducidos en el
contenido de Fab-12 (variante Fab de bevacizumab) para generar el producto final

ranibizumab (82).

Una vez inyectado en el vitreo se une a isoformas de VEFG-A generadas por
corte y empalme alternativo del RNA (VEGF121 y VEGF165) y a VEGF110, que es
el producto biolégicamente activo derivado de la escisién proteolitica de las dos
isoformas anteriormente mencionadas. De este modo, la unién de ranibizumab a
VEGF-A impide la unién de este a sus receptores de superficie en las células
endoteliales (VEGFR-1 y VEGFR-2).
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Asi, la unién de VEGF y el menor tamafio de la molécula (es un fragmento
Fab y no un anticuerpo entero) facilitan la mejor penetracién de la molécula en la
retina (106).

Se han publicado diversos estudios evaluando los resultados del tratamiento

con ranibizumab:

- El estudio MARINA, publicado en 2006, es un estudio aleatorizado, doble
ciego y controlado de pacientes con NVC minimamente clasica u oculta tratados
con inyeccién intravitrea de ranibizumab (0,3 o 0,5 mg) o con inyeccién simulada
una vez al mes durante 24 meses. El 95% de los pacientes tuvieron mejoria o
estabilizacion de la visiéon con respecto al 62% de los pacientes con tratamiento
simulado al afio del inicio del tratamiento. Casi el 40% de los pacientes mejoraron

15 0 més letras ETDRS en comparacién con el subgrupo simulado (107).

- El estudio ANCHOR fue un nuevo estudio aleatorizado, realizado en el afio
2006, doble ciego y controlado con tratamiento simulado de pacientes con NVC
predominantemente cldsica tratados con ranibizumab y TFD simulada o con
inyecciéon simulada y TFD. El 95% de los pacientes tratados con ranibizumab
mantuvieron o mejoraron la visiéon en comparacién con el 64% de los pacientes
tratados con TFD tanto a los 12 como a los 24 meses. La mejoria media fue de 11
letras y casi el 80% de los pacientes mantuvieron la visién pasados los 24 meses.
Todo ello hizo que el ranibizumab fuese aprobado por la FDA como medicamento
para la DMAE exudativa en 2006 (108).

- El estudio PIER fue otro ensayo doble ciego, aleatorizado, realizado en el
afio 2008, que evalud la eficacia y seguridad de ranibizumab cada mes durante 3
meses y después cada 3 meses con dosis de 0,3 mgy 0,5 mg. La AV mejoro en los 3
primeros meses disminuyendo su efecto en los grupos con administracion
trimestral (109).

- El estudio PrONTO fue un estudio prospectivo realizado en el Bascom
Palmer Eye Institute de Miami en el afio 2007 con el objetivo de evaluar la eficacia

de un régimen variable de dosis de ranibizumab en el tratamiento de pacientes con
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DMAE exudativa. Se administraron 3 inyecciones de carga mensuales y se realiz6
seguimiento mensual a todos los pacientes con retratamiento en caso de que ciertos
criterios preestablecidos se cumplieran (denominado PRN o pro re nata, a
demanda): pérdida de AV de mas de 5 letras junto con incremento de fluido
subretiniano a nivel macular en la OCT, aumento del grosor retiniano de al menos
de 100 pm en la OCT, aparicion de nuevas membranas “clasicas”, nueva
hemorragia o fluido subretiniano macular en la OCT similar a la situacién inicial
(110).

- Debido a las limitaciones del PrONTO en cuanto a tamafio muestral y a que
no fue comparado con un grupo control, se llevé a cabo el estudio SUSTAIN en el
afio 2011, con 3 inyecciones en fase de carga y retratamiento en casos similares al

PrONTO. La ganancia de letras no se mantuvo al pasar a pauta PRN (111).

- El estudio SAILOR se realiz6 en el afio 2009 y es el mayor estudio disefiado
hasta la fecha para evaluar la eficacia y seguridad del ranibizumab (4.300
pacientes). En este ensayo fase IlIb, de 12 meses de duracién, se estudiaron 2
cohortes. En la primera, los pacientes se aleatorizaron a dos concentraciones de
ranibizumab (0,3 mg y 0,5 mg), con dosis de 3 meses de carga y pauta PRN con
criterios parecidos a los utilizados en el PrONTO en cuanto al retratamiento. Se
tuvo en cuenta en el andlisis de los resultados si los pacientes habian recibido
tratamiento previo o no. En la segunda cohorte, independientemente de si habian
recibido tratamiento previo o no, a los pacientes se le administré una inyeccién del
farmaco (0,5 mg) seguida de PRN. Los resultados apoyaron la seguridad de
ranibizumab, aunque las mejoras de AV fueron menores a las del tratamiento

mensual (112).

- En 2007, Spaide sugiere el protocolo “treat and extend” que consiste en que
el paciente es tratado mes a mes hasta la desaparicién del fluido subretiniano o
intraretiniano en la OCT, momento en el que recibiria una inyeccién adicional en
una mécula sin indicios de actividad. La siguiente visita se alargaria hastalas 6 u 8
semanas, retratando en caso de reaparicioén de fluido y realizando una nueva visita
a las 4 semanas. En caso de que en esta visita no se apreciase fluido retiniano en la

OCT, se retrataria igualmente y se alargaria la préxima visita hasta las 10-12
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semanas. De este modo se intenta mantener el méximo beneficio con el minimo
nimero de inyecciones pero adelantandose a posibles reactivaciones de la
enfermedad (113).

- El estudio HORIZON, realizado en 2008, indica que el tratamiento mensual
seria preciso en una proporciéon considerable de pacientes incluso después del
segundo afio de terapia. En este estudio, de largo seguimiento, se demuestra que la
disminucién de la frecuencia de inyecciones en el tercer y cuarto afio se asocia a
pérdida de agudeza visual. Por este motivo, los tratamientos “a demanda” parecen
insuficientes mas alld del segundo afio de tratamiento siendo necesarios

seguimientos mensuales de estos pacientes (114).

- El estudio CATT (Comparison of Age Related Macular Degeneration Treatments
Trials) se inici6 en el afio 2008, financiado por el Instituto Nacional de Salud de
EEUU para evaluar la eficacia del bevacizumab en sustituciéon del ranibizumab
para el tratamiento de la DMAE hdmeda. En mayo de 2011 se publicaron los
resultados presentando ambos tratamientos una eficacia parecida, tanto en
régimen mensual como a demanda, con similares efectos adversos oculares, pero
con efectos sistémicos mas graves con bevacizumab (24%) frente a ranibizumab
(19%) (115).

1.5.9.5.5. Aflibercept

El aflibercept (Eylea®), producido por Bayer, es una proteina de fusion de
115 kDa denominada VEGF-Trap-eye por su mecanismo de accién que consiste en

atrapar diferentes isoformas del VEGF impidiendo sus efectos (116).

Combina la fraccién constante tipica de cualquier IgG con una fracciéon
variable construida con partes de los receptores de VEGF 1y 2. Por ello, es capaz
de inhibir no s6lo la accion del VEGF-A, sino también otros factores
proangiogénicos como el VEGF-B y el PIGF, con un posible efecto sinérgico en su
eficacia al inhibir la vasculogénesis y la angiogénesis. El VEGF-B y el PIGF solo se
unen al receptor VEGFR1 vy, a diferencia de lo que ocurre con el VEGF-A, no son
esenciales para el desarrollo normal de los vasos sanguineos o para la angiogénesis
fisiolégica del adulto. Sin embargo, al igual que el VEGF-A, el VEGF-B y el PIGF
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estan también implicados en la remodelacioén vascular patoldgica (117).

La afinidad a las diferentes isoformas de VEGF es mucho mayor que a su
propio receptor y es casi 100 veces mayor que la de ranibizumab y bevacizumab.
El perfil de seguridad en los ensayos clinicos es excelente, y similar al de otros

farmacos antiangiogénicos (118).

La autorizacién de aflibercept para su empleo en DMAE htimeda se basa en
los resultados positivos de dos estudios paralelos en fase III denominados VIEW1
y VIEW2 (119). En estos estudios, el aflibercept administrado cada 8 semanas tras
una dosis de carga inicial de 3 inyecciones demostré su no inferioridad frente al

ranibizumab suministrado mensualmente durante el primer afio de seguimiento.
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Figura 20. Mecanismo de accién de los farmacos antiVEGF (120).

1.5.8.5.6. Otros farmacos

La accién de algunos fdrmacos frente a receptores tirosincinasa permite
inhibir todas las vias de accién del VEGF y otras moléculas susceptibles a nivel
intracelular, lo que presupone una accién mds potente que la inhibicién selectiva
del VEGEF (70). Asi, el sorafenib, comercializado como Nexavar® por Bayer, es un
inhibidor de VEGFR2 y 3, PDGEFR y Raf cinasas aprobado para el tratamiento de
carcinomas renales y hepatocelulares (121). VEGF no es la tnica proteina
involucrada en el desarrollo de la NVC. El bloqueo combinado de VEGF y de PDGF
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se ha demostrado superior que el bloqueo aislado del VEGF. Por otra parte, FGF
contribuye al crecimiento de la membrana neovascular una vez se ha producido la
disrupcién tisular. El bloqueo dual del receptor tirosincinasa de VEGF y de PDGF
proporciona una doble via de accién sobre la NVC, inhibiendo tanto su crecimiento

como su permeabilidad (73).

En el afio 2008, Kernt y colaboradores describen la mejoria en la DMAE
exudativa de un paciente con carcinoma renal en tratamiento con sorafenib (122).
En base a este resultado se empled como uso compasivo combinado con el
ranibizumab para el tratamiento de dos pacientes con NVC por DMAE refractaria
al tratamiento habitual. Su administracién a dosis de 200 mg tres veces por semana
(muy inferior a su dosificacién para el tratamiento de tumores -800 mg/dia-)
consiguié reducir el liquido subretiniano en el control tomografico y la estabilidad

o mejoria visual en los dos pacientes tratados, sin registrarse efectos secundarios
(123).

El sunitinib y el pazopanib han demostrado su poder de inhibicién de los
receptores tirosincinasa y con ello de la NVC (124). El sunitinib fue aprobado por
la FDA para el tratamiento del carcinoma de células renales y de tumores del
estroma gastrointestinal. El sunitinib inhibe las sefiales celulares por unién a
multiples receptores tirosicinasa incluyendo todos los receptores de PDGF y el
receptor R2 del VEGF que desempefian un papel en la angiogénesis y proliferacion
de las células tumorales. La inhibicién simultdnea de estos objetivos permite

reducir tanto la vascularizacién como el crecimiento tumoral (125).

En el afio 2015 se publicé un ensayo clinico de fase II que compara el
tratamiento combinado de ranibizumab y un farmaco anti-PDGF llamado Fovista®
(pegpleranib) frente a ranibizumab en monoterapia. A pesar de que se tenian
grandes expectativas en esta herramienta terapéutica los resultados no han
demostrado superioridad en la combinacién de farmacos frente a ranibizumab
(126).
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1.6. FARMACOGENETICA

La farmacogenética estudia la respuesta farmacolégica del individuo segin
su genotipo, es decir, los factores genéticos que influyen en la variabilidad

interindividual en la respuesta a los farmacos (127).

En 1957, Motulsky document6 por primera vez que los defectos genéticos
heredados en el metabolismo de los farmacos podian explicar las diferencias
individuales en la respuesta a los medicamentos. El término de “farmacogenética”
fue propuesto en 1959 por Vogel para designar el estudio de la variaciéon de los

genes individuales en la respuesta a los medicamentos (128).

La descodificaciéon del genoma humano ha puesto de manifiesto que el 99,9%
del ADN es igual para todos los individuos, de modo que sé6lo hay una diferencia
del 0,1% entre dos personas distintas. El estudio de este 0,1% de ADN diferente
permite conocer la posible relacién entre regiones del genoma con predisposicién
a originar determinadas enfermedades e identificar mutaciones genéticas que
explican las diferentes respuestas individuales ante la enfermedad y los diferentes

tratamientos (129).

Uno de los principales problemas de la farmacologia clinica es la existencia
de una amplia variabilidad en la respuesta a los farmacos, tanto en efectividad
como en toxicidad. Dicha variabilidad, ademas de deberse a factores relacionados
con la severidad de la enfermedad o sus complicaciones, también puede estar

relacionada con factores ambientales y genéticos (128).

El fundamento de la variabilidad de la respuesta a los medicamentos hay que
buscarlo en los polimorfismos genéticos, que hacen referencia a la existencia de
multiples alelos en un mismo locus del genoma humano. Es decir, son variaciones
en una secuencia de un lugar determinado de ADN entre individuos de una misma
poblaciéon (129). Los polimorfismos se diferencian de las mutaciones en que en éstas
tltimas el cambio genético suele resultar en una proteina defectuosa que de manera
variable conlleva a la apariciéon de una enfermedad. Los polimorfismos son
cambios frecuentes (en un 1% o mds de la poblacién) y se encuentran en

aproximadamente 1 cada 1.250 nucleétidos mientras que las mutaciones son
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infrecuentes y afectan a una cifra menor al 1% de la poblacién (130). Se estima que
estos cambios genéticos pueden ser responsables de entre el 20 y el 95% de la

variabilidad de los efectos a los farmacos (131).

El tipo mas comiin de variacién genética es el denominado Polimorfismo de
Nucleétido Simple (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) que constituye hasta el
90% de todas las variabilidades genomicas (Fig. 21). Se trata de una variacion de
s6lo una base en la secuencia del ADN del genoma humano dando lugar a la
sintesis de un aminoacido diferente tras la lectura del gen. La gran mayoria no
tienen repercusion funcional pero hay otras que repercuten en la expresion de
proteinas o en su secuencia y constituyen la principal variacion en el componente

genético de las enfermedades complejas (132).

De este modo, los SNP se consideran los marcadores genéticos ideales en la
busqueda de genes de susceptibilidad de una enfermedad o de genes que

determinan la respuesta a farmacos (133).

Figura 21. Esquema de polimorfismo de nucleétido simple (SNP) (134).
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Asi pues, la farmacogenética tiene como objetivo demostrar que el estudio en
la variacion del ADN (polimorfismos genéticos) puede ayudar a predecir la
respuesta farmacolégica en aquellos pacientes que tengan los mismos criterios
genéticos y, por lo tanto, saber cudl es el medicamento mas efectivo y cudl es la

probabilidad de que exista un efecto secundario al mismo (131).

Debido a los rdpidos avances en el estudio del genoma humano, se habla de
farmacogendémica como la disciplina que estudia las bases genéticas de la enfermad
para definir nuevas dianas terapéuticas o marcadores moleculares que evalten la

eficacia de nuevos farmacos (127).

El objetivo de la farmacogenética es optimizar el tratamiento de las
enfermedades a través de una terapia personalizada mas segura y eficiente, con el
fin de seleccionar los pacientes que podrian responder mejor o peor a un farmaco
determinado, seleccionar la medicacion mas adecuada para un determinado
paciente y poder escoger las dosis més adecuadas de farmaco. Es decir, seleccionar
el farmaco y las dosis mds adecuadas para un determinado paciente sabiendo a

priori la eficacia y los posibles efectos adversos (135).

Actualmente, la farmacogenética estd muy extendida en el campo de la

investigacion pero poco en el de la clinica (128).

1.7. GENETICA EN LA DEGENERACION MACULAR

1.7.1. Susceptibilidad genética en la DMAE

Los estudios de herencia aplicados a Oftalmologia y en especial a la DMAE,

han despertado un notable interés por su importancia en la practica clinica.

La DMAE es una enfermedad multifactorial en la que la interaccion de
factores ambientales y genéticos ha demostrado tener un fuerte peso
etiopatogénico. Al igual que en otras entidades, no existe un tinico gen capaz de
inducir la enfermedad, pero se ha puesto de manifiesto la presencia de un notable

namero de polimorfismos implicados en su patogénesis (136).
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La influencia genética en la DMAE se valoré en estudios familiares realizados
en los aos 90. Los parientes de primer grado de pacientes que padecian DMAE
presentaron mayor de riesgo de contraer la enfermedad que los parientes de primer
grado de personas sanas. Ademads presentaban la enfermedad a edades maés
tempranas y con formas mas avanzadas de DMAE (137). Seddon y colaboradores
estudiaron la DMAE en gemelos monocigotos y dicigotos estimando la influencia
de la herencia al obtener resultados estadisticamente significativos con un rango de
asociacion con la enfermedad entre el 46 y el 71% (138).

En pacientes con distrofias maculares y retinianas ligadas a la herencia se
realizaron estudios de asociacién de genes implicados en estas entidades y en la
DMAE, ya que las formas tempranas de estas enfermedades presentan los mismos
signos clinicos que las formas avanzadas de DMAE. Esto podia sugerir una relacién
entre los genes que controlan estas dos entidades, aunque no se encontraron
asociaciones estadisticamente significativas (139).

El Proyecto Genoma Humano condujo a la elaboracién del HapMap, en 2003,
que es la coleccién de todos los polimorfismos presentes en el DNA humano. Estos
estudios de asociacion del genoma completo (Genome-Wide Association Studies,
GWAS) se basan en andlisis estadisticos que permiten examinar las variantes
genéticas, como los SNPs, asociados a wun fenotipo en particular,

identificando nuevos genes asociados a dicho fenotipo.

Gracias a GWAS se han descubierto genes implicados en
enfermedades complejas como la diabetes, la artritis reumatoides, el lupus
eritematoso sistémico y la DMAE (140-142).

1.7.1.1. Genes relacionados con la DMAE

En el caso de la DMAE, a principios del afio 2016 se encontraron 52
genes localizados en 34 locus diferentes asociados a susceptibilidad de esta
enfermedad (143). Estos genes intervienen fundamentalmente en la via del
complemento, del estrés oxidativo, de la angiogénesis y en la respuesta al

tratamiento.
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1.7.1.1.1. La via del complemento

A pesar de los trabajos realizados en los afios 90, fue en 2005 cuando se
encontré una fuerte asociacion entre la DMAE y las variantes genéticas del gen del
factor H del complemento (Complement Factor H, CFH) (144, 145).

La via del complemento es uno de los elementos més importantes del sistema
inmune. Sus funciones son multiples: lisis de microorganismos, eliminacién de
células muertas y particulas extrafias, activacion de células inflamatorias y
modulacién de la respuesta mediada por anticuerpos, entre otras (146). Se trata de
un mecanismo de respuesta inmune configurado en una cascada de activaciéon de

enzimas que se organiza en tres rutas enzimaticas (147):

- La ruta clasica del complemento, iniciada por la unién de un antigeno y
un anticuerpo en la superficie celular.

- La ruta de las lectinas, activada por el reconocimiento de residuos de
manosa presentes en la superficie de algunos patégenos.

- La ruta alternativa del complemento, activada en caso de infeccién, a un

nivel basal mas bajo, por el factor del complemento C3B (Fig. 22).
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Figura 22. Esquema donde se representan la via clasica y la via alternativa del sistema

de complemento (148).
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Todas estas vias convergen en el punto en el que C3 pasa a C3B por la C3-
convertasa, que activa la C5-convertasa llevando a la formacién del complejo de
ataque de membrana (Membrane Attack Complex, MAC) y, como punto final, a la

muerte o destruccion del patégeno (149).

El CFH es una glucoproteina sérica producida en el higado y localmente en
el ojo por las células del EPR, de la membrana de Bruch y de los capilares coroideos
(150). Su funcién principal es inhibir la C3-convertasa impidiendo la activaciéon de
la via alternativa del complemento. Ademas, el CFH se une a la proteina C reactiva
(PCR), reactante de fase aguda que aumenta en situaciones de inflamacion,

infeccion o dafio tisular tanto en el ojo como en otras partes de organismo (144).

En estudios histolégicos realizados en ojos de donantes desde la década de
los 90 se ha demostrado la presencia de CFH y MAC, entre otros factores del
complemento, en las células del EPR y en las drusas, lo que sugiere que estas son
superficies celulares de activacion de la cascada del complemento (46, 52, 151). Asi
pues, los mecanismos de inflamacién local acompafiados por la activaciéon del
complemento, la muerte celular y la respuesta inmune son claves en la patogenia y
progresion de la DMAE (47).

El gen del CFH esta localizado en la regiéon cromosémica 1932, en la region
centromética del cluster regulador de la activacién del complemento (Regulator of
Complement Activation, RCA), cerca de regiones codificadoras de proteinas
reguladoras de la activaciéon de C-convertasa. Diversas patologias como el
sindrome hemolitico urémico atipico, la glomerulonefritis membranoproliferativa
y la DMAE se han asociado con las diferentes mutaciones y polimorfismos de este
gen (152).

Gracias al HapMap y a otros trabajos llevados a cabo en el afio 2005, se
identific6 el polimorfismo que se ha asociado con mayor riesgo para la DMAE, el
Y402H (130). Este polimorfismo se localiza en el exén 9 del gen CFH, T1277C en la
posicion 151061170 y conlleva la sustitucion de una tirosina por una histidina en el
aminodcido de la posicion 402 (tyr402his). En condiciones normales, el CFH se une

a las células de EPR y a la membrana de Bruch pero ante la presencia del
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polimorfismo Y402H se altera esta unién, activandose el complemento y la
inflamacién local en el espacio subretiniano y, como consecuencia del ataque de

MAUC, se produce dafio y pérdida de fotorreceptores (143) (Fig.23).

MODELO DE INFLAMACION LOCAL EN LA DMAE
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Figura 23. Modelo de inflamacién de la degeneracién macular (adaptado de Anderson
y colaboradores 2010). La DMAE puede estar provocada por uno o mas factores de
riesgo ambientales en el contexto de un perfil de susceptibilidad genética. Esta
confluencia de factores de riesgo genéticos y ambientales da lugar a cambios patolégicos
en la interfase EPR-coroides generando una respuesta inflamatoria crénica local que
incluye la activaciéon del complemento y otros eventos de la inflamacién. Debido a esta
inflamacién se producen alteraciones en membrana de Bruch, drusas, acumulacién de
depésitos subretinianos y activaciéon de células dendriticas. Con el tiempo, estos
procesos derivan en la degeneracién de los fotorreceptores y la pérdida de la visiéon
central que define la DMAE (153).
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Por otro lado, el polimorfismo Y402H también afecta a la unién CFH-PCR,
aunque algunos autores sugieren que este hallazgo puede ser un artefacto
propiciado por la condiciones experimentales (154). Posiblemente, la alteracién de
esta union justifique que individuos homocigotos para Y402H presenten niveles
elevados de PCR en la coroides (155).

La asociacién entre este polimorfismo y el riesgo de padecer DMAE se ha
confirmado en numerosos grupos raciales excepto en asiaticos (156). Asi, la
frecuencia del alelo de riesgo Y402H y la prevalencia de DMAE avanzada es mayor
en la poblacién europea (157). Un metaanalisis confirmé que la variante alélica C
incrementa el riesgo de padecer DMAE del 2,1 al 4,6 en individuos heterocigotos y
del 3,3 al 7,4 en individuos homocigotos (158). Asimismo, se ha demostrado que
puede ser un factor predictor al tratamiento en estudios farmacogenéticos (159),
mostrando peor respuesta a ranibizumab y bevacizumab los pacientes

homocigotos frente a los heterocigotos.

Se han identificado otras alteraciones en regiones no codificantes del CFH
(160) y en regiones codificantes de otros elementos del complemento como C2, el
factor B del complemento (Complement Factor B, CFB) (ambos localizados en el
cromosoma 6 dentro de la region del complejo mayor de histocompatibilidad) y el

factor I del complemento (Complement Factor I, CFI) (161).

Se han relacionado también polimorfismos del factor 3 del complemento con
la aparicion de formas humedas de DMAE, aunque con menos evidencia cientifica
que en el polimorfismo de CFH. En el estudio CATT, Hagstrom y colaboradores
encontraron el alelo G del SNP rs2230199 como alelo de riesgo para sufrir la
enfermedad (162).

Por todo esto, en la actualidad se admite que el complemento tiene un papel
fundamental en la patogenia de la DMAE aunque se desconozca el mecanismo por

el cual sus variantes genéticas conllevan al desarrollo de la enfermedad.
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1.7.1.1.2. El estrés oxidativo

El dafio oxidativo esta relacionado con la etiopatogenia de la DMAE. Se ha
encontrado asociacion entre mutaciones en genes que inician o reparan los dafios
de la oxidacién y la predisposicién o progresiéon en la DMAE. Las mitocondrias son
las organelas celulares encargadas de controlar el proceso de oxidacion en la retina
(163).

1.7.1.1.2.1. Gen de susceptibilidad a la maculopatia asociada a la edad tipo 2
(ARMS2)

El gen de la susceptibilidad a la MAE tipo 2 (LOC387715) (Age-Related
Macular Susceptibility 2, ARMS?2) se ha postulado como el segundo gen con mayor
asociacion a la DMAE, con independencia del gen del CFH, especialmente en las
formas avanzadas de la enfermedad, tanto htiimedas como atréficas (145). Se
localiza en la regién cromosémica 10q26. Su alelo de riesgo contiene una adenosina
en lugar de una guanina en el exén 1 causando un cambio de una alanina por una
serina (A69S) en la proteina final. Se desconoce el mecanismo por el cual esta nueva

proteina causa la enfermedad (164).

La proteina ARMS2 se ha localizado en las mitocondrias de los
fotorreceptores de la retina, desconociéndose asimismo su funcién. Las alteraciones
en la mitocondria provocan un acimulo de mutaciones en el ADN mitocondrial
afectando al metabolismo energético celular y de los radicales libres, activando
rutas de apoptosis o muerte celular. Por ello, se piensa que la proteina con la
mutacion 69S en lugar de ARMS?2 tipo silvestre puede danar los fotorreceptores

retinianos (165).

Otros estudios genéticos sugieren la modificacién del ARMS2 por el tabaco
(163), lo que implicaria atin mas el riesgo del estrés oxidativo en la etiopatogenia
de la DMAE.

No obstante, algunos trabajos recientes tratan de localizar a la proteina
ARMS?2 en el citosol de las células y la ARMS2 con la mutacién A69S en el
citoesqueleto (166), poniendo en duda la relaciéon entre ambas proteinas y su

asociacion con la DMAE.
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1.7.1.1.2.2. Gen de la serin peptidasa 1 de alto requerimiento de temperatura
(HTRA1)

Usando técnicas de GWAS se detecté6 también en la regiéon q26 del
cromosoma 10 otro gen asociado con la DMAE, el gen de la serin peptidasa 1 de
alto requerimiento de temperatura (High Temperature Requirement serin peptidase
Al, HTRAIT) (161). HTRA1 es una serin peptidasa que juega un papel
fundamental en la degradaciéon extracelular de las proteinas de membrana
(167). En estudios inmunohistoquimicos se han encontrado niveles elevados
de esta enzima en el interior de las drusas en pacientes con DMAE (168). La
proximidad a la region codificadora de ARMS2 hace que variabilidades
genéticas puedan influir también en la secuencia de HTRAI, que esta tan sélo
alejada unas kilobases, y que ambos genes influyan en la susceptibilidad de
padecer DMAE (169).

La implicacion de HTRA1 fue confirmada en una cohorte de poblaciéon
china donde, tras marcar inmunolégicamente anticuerpos antiHTRA1, se
observé una intensa tincién en las drusas de pacientes con DMAE. También se
observé una mayor expresion de ARN mensajero de HTRA1 en el alelo de riesgo
de rs1200638 en los linfocitos y en el EPR de pacientes con la enfermedad.
El riesgo de enfermedad asociado a este gen fue mayor entre los asiaticos

que entre los caucasicos (168).

Un metaandlisis, basado en polimorfismos de HTRA1, realizado en base a
14 estudios de casos y controles indic6é una fuerte asociaciéon con la DMAE, con
mayor frecuencia de enfermedad en sujetos homocigotos para el alelo de riesgo

(51). 1.7.1.1.3. La via de la angiogénesis

1.7.1.1.3.1. Gen del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

Debido a que la forma exudativa de la DMAE esta caracterizada por una
NVC el gen que codifica VEGF se ha convertido en candidato perfecto para el
estudio tanto de susceptibilidad genética a padecer la enfermedad como de
posibles estrategias terapéuticas. Este gen se localiza en la region q21.3 del
cromosoma 9, tiene 8 exones separados por 7 intrones y pertenece a la familia de
genes que codifican también a VEGF-B, C, D y a PIG (170).
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Se ha estudiado la relaciéon entre la patogenia de la DMAE y varios
polimorfismos del gen de VEFG-A. En los primeros estudios realizados no se
observo correlacion: Asi, Boekhoorn y colaboradores analizaron en 4.228 pacientes,
procedentes de la cohorte del estudio de Rotterdam, tres SNPs del gen del VEGF
(C2578A, G1154A y G634C) sin que ninguno de ellos demostrase una asociacion
significativa con el riesgo de desarrollar DMAE (171). Por su parte, Richardson y
colaboradores tampoco observaron relaciéon entre la DMAE y 7 polimorfismos
diferentes (172) en 577 pacientes afectos de DMAE.

Otros autores si han encontrado relacién entre diferentes polimorfismos del
gen de VEGF-A y formas htimedas de DMAE: Churchill y colaboradores
estudiaron en 45 individuos con DMAE htmeda 14 SNP del gen de VEGF
encontrando una asociacion significativa con el riesgo de DMAE en el SNP +674
CC. En el estudio por haplotipos, en lugar de por SNPs aislados, también
encontraron asociacion entre varios haplotipos asociados tanto a un mayor riesgo
de enfermedad como a un efecto protector frente a DMAE (173). Haines y
colaboradores estudiaron en una serie de 162 familias con DMAE y en otra de 339
casos 5 SNP del gen de VEGF que se asociaron con mayor riesgo de desarrollar
DMAE en ambos grupos (174). Lin y colaboradores encontraron asociacién del SNP
+936 C/T con un mayor riesgo de DMAE en un estudio con 190 casos (175). Janik-
Papis y colaboradores encontraron asociacion entre los polimorfismos -460C>Ty -
634G>C y un mayor riesgo de presentar DMAE (176).

Hoy dia, el gen de VEGEF-A se considera el biomarcador de angiogénesis con

mayor asociacién en la conversién a formas himedas de esta entidad (177).

El receptor de VEGF (VEGFR-2) es el principal mediador de los efectos
patolégicos de VEGF en el ojo. La unién con su receptor produce dimerizacion y
autofosforilacion, seguido por la fosforilaciéon de numerosas proteinas relacionadas
con la transduccion de senales celulares, tales como fosforilasa C, PI3-cinasa,
proteina de activacion GTPasa y la familia de proteinas SRC (involucradas en

procesos cancerigenos) (68). Un estudio de 2009 verifica la relacion de 22 SNPs del
gen de VEGFR-2 con la susceptibilidad de DMAE hameda (178).
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1.7.1.1.3.2. Gen del inhibidor tisular de la metaloproteinasa de matriz 3
(TIMP-3)

Otro gen que ha demostrado susceptibilidad de DMAE es el gen del inhibidor
tisular de la metaloproteinasa de matriz 3 (Tisular Inhibitor Metaloproteinasa 3,
TIMP-3), que se encuentra en el cromosoma 22. La hipoxia tisular hace que las
células del EPR produzcan VEGF y con ello aumenta la produccién de 6xido
nitroso y MMP. Las MMP estan implicadas en la degradaciéon de la matriz
extracelular y por ende, en la angiogénesis (55). La familia TIMP-3 tiene
propiedades antiangiogénicas, sugiriéndose su accién a nivel de la membrana de
Bruch impidiendo que los neovasos coroideos penetren en el espacio subretiniano.
Al inhibir TIMP-3 a las MMP, se piensa que un aumento de TIMP-3 puede retrasar
la renovacién de la membrana de Bruch resultando en un engrosamiento de la

misma y como consecuencia de esto, dafiando los fotorreceptores (179).

Los pacientes con distrofia pseudoinflamatoria de Sorsby presentan
degeneracién macular y NVC entre la cuarta y sexta décadas de la vida. Estos
pacientes tienen mutaciones en TIMP-3 que alteran el plegamiento proteico
presentando asi una membrana de Bruch engrosada que contiene agregados de
TIMP-3 (180). Estos agregados de TIMP-3 en la membrana de Bruch aumentan con
la edad, estando anormalmente elevados en pacientes con degeneracién macular
(181).

Chen y colaboradores en 2010 encontraron un locus de susceptibilidad cerca
de TIMP-3 y asociado al gen SYN3 que parece estar implicado enla DMAE de inicio
temprano (182). Fritsche y colaboradores, por su parte, identificaron, a principios
de 2016, mediante GWAS, una asociacién estadisticamente significativa entre la
elevacion de MMP 9 y el descenso de TIMP-3 en pacientes con DMAE humeda
(143).

1.7.1.1.3.3. Gen de la Fibulina-5

En la degradacién de matriz extracelular se ha relacionado también al gen de
fibulina-5. La fibulina-5 es una proteina de la matriz extracelular que participa en
la polimerizacién de elastina en fibrillas maduras. Se cree que una disminucién en

la produccién o una interaccion defectuosa entre la fibulina-5 y las proteinas de la
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membrana de Bruch pueden predisponer a DMAE (183). Aunque se han
encontrado varias mutaciones sin sentido en los cinco genes de la fibulina en
pacientes con DMAE, su asociacién con esta enfermedad como biomarcador

especifico todavia tiene que ser probada (184).

1.7.1.1.3.4. Gen de la lipasa hepatica (LIPC)

En 2010, Neale y colaboradores publicaron un GWAS que relaciona el gen
que codifica la lipasa hepéatica (LIPC) con la DMAE. El alelo T del polimorfismo
de nucleétido simple LIPC aumenta los niveles de HDL-colesterol y
disminuye el riesgo de DMAE (185). Por otro lado, se ha demostrado que la
lipasa hepatica tiene un impacto en la aterogénesis (186) y que los factores de
riesgo cardiovascular se asocian con la DMAE (187). Tanto la capa intima de
los vasos sanguineos en la aterosclerosis y la membrana de Bruch en la
degeneraciéon macular pueden sufrir cambios similares relacionados con la edad
(188). Ya que parece existir una relacion entre la NVC y la ateriosclerosis (36)
ambas enfermedades podrian presentar respuestas paralelas a la lesién tisular
inducida por factores como la variacién genética, la respuesta inmune
deteriorada o el estrés oxidativo, aunque son necesarios mds estudios para
encontrar una asociacion clara.

1.7.1.1.4. Otros genes relacionados con la DMAE

1.7.1.1.4.1. Gen de apolipoproteina E (ApoE)

Varios estudios han cuestionado la importancia de las isoformas de ApoE
que contribuyen a la DMAE. El gen de la apolipoproteina E (ApoE), localizado en
el cromosoma 19, fue objeto de estudio como gen candidato a ser biomarcador de
DMAE debido a su presencia en las drusas, su papel en el transporte de lipidos y
su asociaciéon con otras enfermedades degenerativas como la enfermedad de
Alzheimer (189). Existen tres isoformas de ApoE: Epsilon 2 (E2), Epsilon 3 (E3), y
Epsilon 4 (E4). Esta tltima parece tener un efecto protector sobre las otras isoformas
en el desarrollo de DMAE (190). En contraste, en otro estudio se observé que la
isoforma E2 conferia un aumento de riesgo 1,5 veces mayor de padecer DMAE
(189). En el afio 2004 Baird y colaboradores hallaron un riesgo significativamente
mayor de progresion de DMAE en una poblacion de mujeres con el genotipo E2,

en relacion con el genotipo E4 del gen ApoE, lo que sugiere una posible
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participaciéon de género en el riesgo de padecer la enfermedad (191). Un
metaandlisis de Thakkinstian y colaboradores lleg6 a la conclusiéon de que existe un
riesgo del 20% atribuible a E2 y un efecto protector del 40% para E4 en herencia

autosémica dominante y autosémica recesiva, respectivamente (192).

1.7.1.4.2. Gen de la Enfermedad de Stargardt (ABCA4)

Otros estudios de genes candidatos se centraron en los genes implicados en
las distrofias maculares con similitudes clinicas con DMAE. Uno de los primeros
genes que apareci6 para exhibir una asociacion con DMAE fue ABCA4 (el gen de
la enfermedad de Stargardt) (169). Pese a que este gen desempefia un papel
fundamental en el ciclo visual no se ha podido demostrar su asociacién con la
DMAE (139).

1.7.1.1.5. Otros genes de susceptibilidad de padecer DMAE

Un reciente estudio de asociaciéon del genoma completo ha mostrado
diecinueve loci genéticos susceptibles de padecer DMAE, siete de los cuales no
habian sido localizados anteriormente (COLS8A1/FILIP1L, IER3/DDR1, SLC16AS,
TGFBR1, RAD51B, ADAMTS9 y B3GALTL).

Ademés, dicho estudio analiz6 las rutas en las que estarian implicadas todos
estos genes, siendo las mas destacadas el metabolismo lipidico, la activacién del
complemento, la angiogénesis y la inflamacion. Los genes ADAMTS9/ADAMTS9-
AS2, COL8A1L/FILIP1L, TGFBR1 estan relacionados directa o indirectamente en el
proceso de angiogénesis y RAD51B est4 implicado en el proceso de reparacion de
ADN (193).

1.71.1.51 Gen de la desintegrina y metaloproteasa 9 con motivos tipo
tromboespondina tipo 1 (ADAMTS9)

Las proteinas multidominio ADAMTS (A Disintegrin-like  and
Metalloproteinase with Thrombospondin Type 1 Motifs, Dominio similar a desintegrina
Ay metaloproteasa con motivos de Tromboespondina tipo 1) tienen demostrada
funcionalidad metaloproteinasa y un potencial papel en la angiogénesis. Asi,
ADAMTS9 es capaz de inhibir la angiogénesis en el cancer esofagico y nasofaringeo

al disminuir los niveles de expresiéon de factores pro-angiogénicos como la
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metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) y el VEGF-A. Se especula que se debe a la
presencia de los dominios tromboespondina presentes en la regiéon C-terminal de
su estructura proteica (194). La tromboespondina tipo 1 es una proteina que
modula la proliferacién de células endoteliales, la adhesion, la migraciéon y la
apoptosis y que antagoniza especificamente la funcién de VEGF al inhibir la
activacion de la proteina MMPO. Esta, a su vez, inhibe la movilizacién de VEGF
desde la matriz extracelular e inhibe la transduccién de sefiales de VEGF (195). En
el GWAS de Fritsche y colaboradores se ha descrito un SNP (rs6795735) localizado
a 32,5 kb del inicio de la transcripcion de la proteina ADAMTSY, proteina expresada
por las células endoteliales, asociado a un elevado riesgo de DMAE (193).
ADAMTS9 es una proteina expresada por las células endoteliales vasculares (196).
Aunque todavia no se ha conseguido localizar ADAMTS 9, su presencia en células
del EPR se cree que podria estar implicada en la enfermedad inflamatoria ocular.
Su funciéon es fundamental en el mantenimiento de la estructura de la matriz
retiniana, papel necesario en la DMAE y en otras patologias retinianas como la
coroidorretinopatia central serosa, enfermedad caracterizada por el acamulo de

liquido entre las capas de la retina en la region foveal (197).

Una variante genética podria influir en la susceptibilidad a padecer DMAE y
en la respuesta al tratamiento. Whitmore y colaboradores encontraron que en ojos
de pacientes con el genotipo de alto riesgo de CFH existia una disminucién de la
expresion de ADAMTS9, aunque no fue una asociaciéon estadisticamente
significativa (198). Helisami y colaboradores encontraron asociacion entre el alelo
de riesgo T de rs 6795735 y la DMAE tras realizar un estudio multicéntrico en una
cohorte de Finlandia (199).

1.7.1.1.5.2. Gen de la cadena alfa 1 del colageno tipo VIII y gen de la filamina
A que interactta con la proteina 1 (COL8A1L/FILIPIL)

Otra de las nuevas variantes génicas asociadas a la DMAE se ha relacionado
con los genes COLSAIL/FILIPIL (193, 200), en concreto en el SNP rs13095226
localizado en el cromosoma 3. Por un lado, el gen COL8AIL codifica la cadena de
colageno a-1, una de las dos cadenas a del colageno tipo VIIIL. El coldgeno tipo VIII
es un colageno de cadena corta no fibrilar que existe como heterodimero
compuesto de dos cadenas a distintas (COL8A1 y COL8A2). Es uno de los
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principales componentes de las membranas oculares, incluida la membrana de
Bruch (201). Aunque se desconoce su funcién, se ha mostrado que participa en la
aterogénesis y remodelado vascular, presumiblemente modificando la migracién
celular y la proliferacién (202). Ademads, parece que juega un papel importante en
la angiogénesis, ya que se ha detectado en las fases de desarrollo de los
hemangiomas. Se ha postulado que este colageno, que se produce tempranamente
en el desarrollo de los nuevos vasos, produce un sustrato que facilita la migracién
de las células endoteliales y la deposiciéon de otros componentes extracelulares e
influye en el movimiento celular y el mantenimiento de la integridad de los vasos
(203). Por tanto, el COL8A1 podria actuar como factor angiogénico en el proceso

de neovascularizacién que caracteriza a la DMAE exudativa.

Por otro lado, el gen FILIP1L (filamin A interacting protein 1-like; sinénimo del
gen down-regulated in ovarian cancer 1, DOC1) también parece intervenir en el
proceso angiogénico al actuar como un regulador de la actividad antiangiogénica
de las células endoteliales. Cuando se sobreexpresa en células endoteliales lleva a
la inhibicién de la proliferacién y migracién celular y al incremento de la apoptosis
(204).

En estudios recientes se ha comprobado que FILIP1L inhibe el crecimiento
tumoral al inhibir la expresiéon de la proteina MMP9, que a su vez inhibe la
liberacion de VEGF desde la matriz extracelular, mostrando actividad
antiangiogénica (205). Su posible asociacion con la DMAE todavia no ha sido

estudiada.

1.7.1.1.5.3. Gen del receptor tipo 1 del factor de crecimiento transformante 3
(TGBR1)

Otro gen implicado al proceso angiogénico es el gen TGFBR1 (receptor tipo 1
del TGF-f). Las proteinas MMP2 y MMP9, asi como la tromboespondina 1, son
algunas de las proteinas que activan el TFGB (206), permitiendo asi su unién a los
dominios extracelulares tipo I y II del TGFBR1, induciendo un cambio
conformacional que facilita la fosforilacion y la activacion del mismo. La activacion
de TGFBR1 conlleva la propagacion de la sefial a través de dos rutas diferentes: la
ruta canénica, dependiente de las proteinas SMAD (proteinas encargadas de la

propagacion de la sefial) y la ruta no-canénica, independiente de SMAD. En la ruta
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no-canonica, el complejo del receptor activado transmite la sefial a través de otros
factores como la proteina cinasa activada por el mitégeno p38 (p38 MAPK). La
inhibicién de la actividad p38 MAPK aumenta la angiogénesis inducida por VEGF
mientras que los inhibidores de la p38 MAPK promueven la permeabilidad
vascular inducida por VEGF, un importante doble papel de la ruta p38 MAPK que

es relevante en la terapia contra la angiogénesis (207).

La existencia de TGFB en las células mesenquimales del EPR y su activacion
en el dafio tisular retiniano se ha demostrado en modelos experimentales. La
inactivacion del receptor TGFBR1 mediante inhibidores de tipo protein-cinasa

podria ser uno de los objetivos de tratamiento de la DMAE (208).

1.7.1.1.5.4. Gen de la proteina RAD 51B (RAD51B)

El estrés oxidativo conlleva dafio en el ADN y se produce fundamentalmente
como consecuencia del envejecimiento. La retina y en particular, la macula, son

estructuras que precisan elevados niveles de oxigeno.

La exposicion prolongada a la irradiacién, y la continua fagocitosis de
fotorreceptores (209) provocan estrés oxidativo y dafio al ADN, que parece
contribuir significativamente ala DMAE. En este contexto, uno de los nuevos genes
de susceptibilidad asociados con la DMAE es el gen RAD51B (193, 200, 210), que
codifica a la proteina RAD51B y estd implicada en la reparaciéon del ADN, en
concreto, de la ruptura de la doble cadena del ADN por recombinacién homoéloga
al promover la actividad de la recombinasa central RAD51 (211). Este papel de
reparaciéon de dano del ADN en circunstancias de elevada concentraciéon de
especies reactivas de oxigeno, como ocurre durante la patogénesis de la DMAE,
conlleva que la presencia de una variante genética en esta proteina pueda estar

relacionada con la susceptibilidad genética a padecer DMAE.

Se han identificado tres SNPs de RAD51B asociados a DMAE. Seddon y
colaboradores encontraron una asociaciéon positiva en el SNP rs8017304 (A>G),
seflalando a este polimorfismo junto con CFH y COLSA1 como un posible
biomarcador de riesgo de DMAE (187). Los otros dos polimorfismos de RAD51B,

descritos por Chu y colaboradores en dos cohortes, una caucésica y otra china, son
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rs17105278 T>C y rs4092566 C>T. La aparicion combinada de estas alteraciones
genéticas provoca una disminucién en la transcripcion de RAD51B y con ello un
fallo en la reparacion del ADN (212).

1.7.2. Farmacogenética y DMAE

La influencia genética en la respuesta al tratamiento antiangiogénico es
también objeto de estudio en relaciéon con los polimorfismos de riesgo de los genes
del factor H y del factor 3 del complemento, los genes ARMS2/HTRA1, los genes
codificantes de VEGF-A y su receptor.

1.7.2.1. Polimorfismos del gen del Factor H del complemento

Con respecto a la terapia con bevazizumab, los estudios realizados por
Brantley y colaboradores en 2007 (213) y por Nischler y colaboradores en 2011 (214)
revelaron que existe una correlacion entre el genotipo CFH de pacientes con NVC

y la eficacia de las inyecciones intravitreas de este tratamiento antiangiogénico.

En ambos estudios se observé que al finalizar la terapia los pacientes
homocigotos para el alelo CC tenian peores resultados, en cuanto a agudeza visual,

que los homocigotos TT y los heterocigotos TC.

La posible relacién entre estas variantes genéticas y la respuesta a la terapia
con ranibizumab es también objeto de estudios farmacogendémicos. En el estudio
de Orlin y colaboradores no se encontré asociacién entre el genotipo CFH y la
respuesta al agente antiangiogenico (215). Sin embargo, en el estudio de Lee y
colaboradores del afio 2008 (159), se observé que los pacientes homocigotos para el
alelo de riesgo 402H requirieron mds inyecciones de ranibizumab. Teper y
colaboradores encontraron que la variante Y402H repercute en una peor respuesta
a ranibizumab pero observan mayor ganancia de agudeza visual en los
homocigotos CC (216). El metaanaélisis de Chen y colaboradores del afio 2012 (217)
mostré que, ademas de relacionarse el gen CFH con la susceptibilidad genética de
padecer DMAE, seis de cada diez estudios mostraban al alelo C como predictor de

mala respuesta al tratamiento anti-VEGF. Los pacientes que presentan el alelo T en
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el gen de CFH Y402 tienen mejor respuesta al tratamiento que los homocigotos CC

para este gen.

1.7.2.2. Polimorfismos en el del factor 3 del complemento (C3)

Los genes CFH y C3 son genes de componentes implicados en la cascada del
complemento. La alteracién del sistema del complemento por algtin polimorfismo
genético desempena claramente un papel importante en la patogénesis de la
DMAE (159). Aunque los polimorfismos del gen C3 se han relacionado con la
DMAE exudativa no se dispone de la misma evidencia cientifica que para los

polimorfismos del gen CFH.

Hagstrom y colaboradores, basandose en el estudio CATT, encontraron que
los pacientes que presentaban el genotipo GG del SNP rs2230199 de C3 presentaron
mejor respuesta al tratamiento anti-VEGF (162). A pesar de esto, no se puede

considerar un biomarcador farmacogenético en esta enfermedad.
1.7.2.3. Polimorfismos en el gen ARMS2/HTRA1

La variante ARMS2 A69S no parece influir en la respuesta al agente
antiangiogenico, aunque los pacientes homocigotos para el alelo de riesgo (TT)
presentan lesiones neovasculares de mayor tamafio que los homocigotos GG y los
heterocigotos GT (213). Los resultados respecto a la influencia del genotipo ARMS?2
sobre la respuesta a ranibizumab son discordantes. El estudio de Teper y
colaboradores mostro la correlacion de la variante genética con la eficacia del anti-
VEGF inyectado segun el protocolo SUSTAIN y revel6 que los pacientes
homocigotos para la variante 695 no mejoran su agudeza visual a pesar del
descenso en el grosor central retiniano determinado por OCT (216). Sin embargo,
en otro estudio retrospectivo no se encontrd asociaciéon entre las variantes de
ARMS2 y la respuesta a la terapia antiangiogenica (218). Hangstrom 'y
colaboradores tampoco encontraron asociacion (162) entre los alelos de riesgo de

ARMS2/HTRA1 y la respuesta a ranibizumab o bevacizumab.
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1.7.2.4. Polimorfismos en el gen VEGF-A

La diana terapéutica para frenar la NVC producida en la DMAE htimeda es
la inhibicién del VEGEF. Por ello, muchos estudios de farmacogenética se han
centrado en el anélisis de las posibles variantes genéticas de esta molécula y su

relacion con la respuesta al tratamiento antiangiogénico.

Asi, diversos estudios han tratado de asociar la respuesta al tratamiento anti-
VEGF con los SNPs en el gen codificante de VEGF-A. La mayoria han
demostrado que la presencia de alelos de riesgo en el gen VEGF-A, sobre todo
combinados con alelos de riesgo en los genes de CFH y ARMS2, estd
relacionada con una peor respuesta a tratamientos antiangiogénicos y con una
conversion mas temprana de la DMAE hacia formas neovasculares (219).
Estudios realizados por Agosta y colaboradores (220), Francis y colaboradores
(221) y Smith y colaboradores (222) proponen el genotipo GG del rs833069 y
el genotipo AA del 1rs833068 como marcadores de buena respuesta al
tratamiento. Li y colaboradores afaden el genotipo TT del rs3025039,
aunque s6lo se ha podido relacionar en poblacién asidtica (223).

Cabe destacar el estudio llevado a cabo en poblacién espafiola por el grupo
de Cruz-Gonzédlez en el afio 2014, que encontr6 diferencias
estadisticamente significativas para el genotipo CC de rs833061 de VEGF-A
como protector de DMAE, provocando una mejor AV tras el tratamiento con
ranibizumab intravitreo. También se observé mejoria significativa en la AV de
los pacientes con genotipo AA del rs699947 (224). Los criterios sugeridos
como “de buena respuesta al tratamiento” para estos autores son tres: la
mejoria subjetiva de AV percibida por el paciente, la ganancia de AV de al menos
5 lineas en la escala EDTRS con respecto a la AV presentada al inicio del
tratamiento y la reduccion de al menos 100 micras en el grosor macular central
medido con OCT en comparacién con el grosor macular presentado al inicio

del tratamiento.

1.7.2.5. Polimorfismos en el gen VEGFR2

Las variaciones genéticas del gen del receptor de VEGF-A pueden
estar asociadas con la respuesta al tratamiento anti-VEGF en la DMAE
exudativa. Sin embargo, son pocos los estudios realizados y con resultados

discordantes.
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Para Hermann y colaboradores existen dos polimorfismos en el gen
de VEGFR2 asociados con la respuesta a ranibizumab intravitreo:
rs4576072 'y rs682477. Estos dos SNPs han sido asociados, de forma
independiente, con una mejoria en la agudeza visual de entre 1 y 3 lineas en la

escala de Snellen tras un afio de tratamiento (225).

Hangstrom y colaboradores no encontraron asociaciéon entre los SNP
rs4576072 y rs6828477 y un mayor riesgo de padecer DMAE, por lo que
cuestionan a los polimorfismos en el gen VEGFR2 como biomarcadores
predictores en la respuesta de los pacientes con NVC en el tratamiento

antiangiogénico (226).

1.7.2.6. Polimorfismos en el gen ApoE

Algunos alelos del gen de la apolipoproteina E también se han vinculado a
la respuesta al tratamiento antiangiogénico en la DMAE exudativa. Aunque
son pocos los estudios realizados merece mencién el trabajo de
Wickremasinghe y colaboradores, que encontraron una mejor respuesta
terapéutica en los pacientes portadores del alelo ApoE4 frente a los
portadores del alelo ApoE2 (227). Recientemente, en junio de 2016, se ha
publicado otro estudio que demuestra también la asociacién positiva entre

ApoE4 y la buena respuesta al tratamiento antiangiogénico (228).
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II - JUSTIFICACION

La degeneracién macular es una enfermedad que causa una pérdida de
vision muy incapacitante para el paciente. El tratamiento con inyecciones
intravitreas de ranibizumab ha revolucionado el abordaje de esta enfermedad. El
manejo terapéutico de la DMAE conlleva unos problemas como son la necesaria
administracion mensual de una inyeccién de este farmaco en la fase de carga (por
lo menos tres dosis) y con frecuencia la continuaciéon de esta pauta mensual en la
fase de mantenimiento. Ademas, este tratamiento genera unos costes elevados para
los servicios de salud tanto por precio del farmaco como por la necesidad de
realizar este tipo de intervencién en quiréfano bajo condiciones de asepsia para
prevenir la principal y mas temida complicaciéon de la inyeccion intravitrea que es
la infeccion del globo ocular o endoftalmitis. A esto hay que afiadir las molestias
para los pacientes, sobre todo de edades avanzadas, que tienen que desplazarse
periédicamente a los centros especializados para el tratamiento y el seguimiento
de su enfermedad. Finalmente, los resultados de la terapia antiangiogénica no son
grandes ni esperanzadores para los enfermos de DMAE.

La variacién en la respuesta individual a un farmaco es un fenémeno comun
que se aborda individualizando el tratamiento o régimen de dosificaciéon en
muchas enfermedades. En la DMAE, esta respuesta puede estar influenciada por
diversos factores: edad de presentacion, dieta, factores ambientales, tipo y tamafio
de las lesiones neovasculares, estimulos para la expresiéon del VEGF y/o factores

angiogenicos y antiangiogenicos adicionales y factores genéticos.

Tomando como base que la DMAE es una enfermedad con una gran carga
genética, se pretende encontrar algtin marcador farmacogenético que se asocie a

una mejor respuesta al tratamiento a ranibizumab intravitreo.
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I1I - HIPOTESIS

La hipétesis de trabajo es que los polimorfismos de secuencia en genes que
influyen en la angiogénesis como ADAMTSY/ADAMTSI-AS2 (rs 6795735),
COL8BAIL/FILIPIL (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y en el estrés oxidativo como
RAD51B (rs8017304) podrian estar implicados en la respuesta interindividual al
farmaco anti-VEGF ranibizumab, y, por tanto, ser biomarcadores farmacogenéticos
que podrian predecir la respuesta a esta terapia. De este modo, serd posible conocer
la efectividad del tratamiento para cada caso y ajustar la dosis en funcién del perfil

genético del paciente.

Este tipo de estudios genéticos de prediccion de respuesta a tratamiento son
necesarios por la escasez de publicaciones existentes y los resultados

contradictorios que arrojan.
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IV - OBJETIVOS

El objetivo principal es:

- Conseguir un marcador farmacogenético que permita predecir la
respuesta que tendra el paciente a la terapia intravitrea con el agente anti-
VEGF ranibizumab para reducir costes y evitar someter al paciente a un

régimen de inyecciones que pueda ser ineficaz.
Los objetivos secundarios son:

- Analizar los polimorfismos de secuencia en los genes
ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735), COLSA1L/FILIPIL (rs13081855),
TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304) por su posible papel en la
susceptibilidad a padecer DMAE en nuestra poblacion.

- Examinar si la presencia de polimorfismos de secuencia en los genes
ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735), COLSA1L/FILIPIL (rs13081855),
TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304) tiene influencia en la respuesta
a tratamiento con ranibizumab intravitreo en pacientes con formas
exudativas de DMAE.

- Demostrar si existe algtin tipo de relacion entre la respuesta a tratamiento
(mejoria de AV, reducciéon en el espesor macular, el namero de
inyecciones que reciben los pacientes) y las variantes alélicas en los
polimorfismos estudiados.

- Determinar la existencia de una fecha critica para predecir la respuesta a
ranibizumab sin necesidad de prologar tratamientos innecesarios.

- Valorar si los polimorfismos de secuencia en los genes
ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 (rs6795735), COLSAIL/FILIPIL (rs13081855),
TGFBR1 (rs334353) v RAD51B (rs8017304) en pacientes afectados de
DMAE estan asociados con otros factores como la edad, el sexo, la

diabetes, la hipertension o la enfermedad cardiovascular.
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- Evaluar si hay relacién entre alguno de estos cuatro polimorfismos y los
antecedentes familiares de DMAE.

- Estudiar si existe relaciéon entre alguno de los cuatro polimorfismos y la
presencia de DMAE neovascular en pacientes intervenidos de catarata en

el ojo afectado.



V - MATERIAL Y
METODO
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V - MATERIAL Y METODO

5.1. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, retrospectivo, analitico con valoracion
transversal para evaluar la presencia de los polimorfismos de secuencia en los
genes ADAMTS9Y/ADAMTS9-AS2 (rs 6795735), COLSA1L/FILIPIL (rs13081855),
TGFBR1 (rs334353) y RADS51B (rs8017304) y la respuesta o no repuesta al
tratamiento con antiangiogénico ranibizumab (Lucentis®, Novartis, Basilea,

Suiza).

5.2. POBLACION DEL ESTUDIO

Se han incluido en el estudio todos los pacientes diagnosticados de DMAE
himeda con neovascularizacién coroidea activa pertenecientes a la unidad de
retina médica del servicio de Oftalmologia del Complejo Hospitalario Universitario
de Cartagena (CHUC). Este centro pertenece a la red publica de hospitales y es
centro de referencia del 4rea 2 de salud de la Regiéon de Murcia, atendiendo una
poblacién de 267.000 pacientes.

En el estudio fueron incluidos un total de 125 pacientes con
neovascularizacién coroidea que iban a recibir o habian iniciado terapia
antiangiogénica con inyeccién de ranibizumab intravitreo. El periodo del estudio
estuvo comprendido entre octubre de 2014 y marzo de 2016. Adicionalmente se
incluyeron 125 pacientes controles (donantes de sangre de raza caucésica de la
misma area de salud) con una media de edad de 52,4 afios y una distribucién por

sexo de 46,9% de varones y de 53,1% de mujeres.
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Hay que destacar que debido a que el estudio implica la utilizacién de tejido
humano, el uso de datos personales e informacién genética, se autorizé por el
Comité de Ftica de la Universidad Catélica de Murcia (UCAM) asi como por el
Comité de Etica del CHUC.

Ademas, la investigacion cumplié los principios éticos de respeto a la
dignidad humana, confidencialidad y proporcionalidad entre los riesgos y los
beneficios esperados, disponiendo ademés del consentimiento informado y escrito
de las personas implicadas o sus representantes legales en este estudio, segun las
normas deontolégicas reconocidas por la declaracion de Helsinki (revision de
Hong-Kong, Septiembre de 1989).

5.3. CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION DE LOS
PACIENTES

La participacion en el estudio fue voluntaria. Previa a la inclusién en el
estudio, los pacientes firmaron y autorizaron mediante documento de
consentimiento informado la autorizacién para inyeccién de tratamiento
intravitreo (anexo 1) y de autorizacién de utilizacién de datos clinicos y de material
biol6égico excedente del proceso asistencial para investigaciéon biomédica y
conservacion en biobanco de acuerdo con la Ley de Investigacién Biomédica del 4
de julio de 2007 (anexo 2). En este documento el paciente es informado del objetivo

del trabajo y acepta participar libremente.

Criterios de inclusion:

Pacientes de cualquier edad, raza y sexo procedentes del servicio de
Oftalmologia del CHUC que fueron diagnosticados de NVC activa y que iban a
recibir o estaban recibiendo terapia antiangiogénica intravitrea y que libre y

voluntariamente decidieron incluirse en el estudio.

Criterios de exclusion:

- Pacientes que presentasen formas de DMAE atréficas.

- Pacientes que no autorizasen su inclusion en el estudio.
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- Pacientes que rechazasen ser tratados.

- Pacientes con NVC que recibiesen tratamiento diferente a terapia
antiangiogénica con ranibizumab intravitreo.

- Pacientes que presentasen enfermedad macular o retiniana que
alterase la evolucién de la DMAE.

- Pacientes a los que no se les pudiese realizar en la consulta las pruebas
requeridas.

- Pacientes que no pudiesen ser desplazados a la consulta de
Oftalmologia.

- Pacientes que presentasen opacidades de medios que imposibilitase

la realizaciéon de examen de fondo de ojo y de OCT.

5.4. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

La recogida de datos se registré en una hoja de recogida de datos (anexo 3)
revisando las historias clinicas de los pacientes introducidos en el estudio. Los

datos que se recogieron fueron los siguientes:

- Datos de filiacion: nombre, sexo, numero de historia clinica, afio de
nacimiento, edad.

- Antecedentes familiares de DMAE.

- Antecedentes personales de patologia concomitante: DM, HTA, HCL,
enfermedad cardiovascular (ECV).

- Antecedentes de enfermedad ocular.

- Patologia ocular asociada.

- Examen de AV al inicio, a los tres meses, a los seis meses y al afio del
tratamiento.

- Biomicroscopia de polo anterior con lampara de hendidura.

- Toma de presiéon intraocular (PIO) con tonémetro de Goldman
medida en milimetros de mercurio (mmHg).

- Datos del fondo de ojo.

- Datos de la OCT: grosor macular medido en micras, presencia o
ausencia de membrana neovascular coroidea y presencia o ausencia
de liquido subretiniano. Estas tres medidas se tomaron al inicio, a los

3 meses, a los seis meses y a los doce meses del tratamiento.
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- Numero de inyecciones intravitreas durante un afio de seguimiento.

Para la valoraciéon de la evolucion de la enfermedad en pacientes
diagnosticados con DMAE htmeda o exudativa, se tuvieron en cuenta los
siguientes pardmetros: prueba de agudeza visual, examen del fondo de ojo y
examen de las estructuras retinianas in vivo mediante la OCT antes y después del

tratamiento con ranibizumab.

5.4.1. Determinacién de agudeza visual

La AV se define como el objeto més pequefio que una persona puede ver a
una distancia determinada. Esta medicion se expresa como una fraccién, donde el
numerador es la distancia a la que se examina y el denominador la distancia a la

cual una persona normal puede ver ese objeto.

Por razones 6pticas se examina a 6 metros de distancia de la carta de simbolos
u optotipos. Esto no se lleva a cabo a distancias mayores ya que no es practico y
porque 6 metros es la distancia menor que puede considerarse como infinito éptico,

a distancias menores interviene el fenémeno de la acomodacién (229).

La determinacién de la AV en nuestro estudio se llevé a cabo empleando
pruebas de vision estandar mediante un proyector de cartas de optotipos (test de
Snellen).

Durante el examen de la AV lejana se situ6 al paciente a una distancia de 3
metros, con la cabeza a la altura de una cartilla correspondiente bien iluminada. El
paciente empledé su correccion Optica para la vision lejana. Se ocluyd
completamente el ojo contralateral para determinar la AV unilateral con la mejor
correccion 6ptica, repitiendo el mismo procedimiento para el otro ojo y anotando
en cada casola AV obtenida. Ademads de la AV con la correcciéon, debe determinarse

ésta con la colocacion de un agujero estenopeico.

La prueba a través de un agujero estenopeico (Fig. 24) consiste en hacer que
el paciente mire a través de un pequefio agujero de 1,5 mm, hecho en el centro de

un medio opaco. De esta forma se consigue mejorar la visiéon en casos de defectos
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de refracciéon inadecuadamente corregidos, puesto que el agujero estenopeico
Unicamente deja pasar a su través los rayos que no sufren refraccion alguna y

bloquea el resto de los rayos.

Figura 24: Méscara oclusora con agujero estenopeico empleada en la consulta (FOTO DE
AUTOR)

Tras este examen se registro la letra mas pequefia que el paciente podia ver y
se anoté como AV méxima corregida. Este dato se registr6 al inicio del tratamiento,

a los tres meses, tras 6 meses y tras 12 meses de iniciado el tratamiento.

Cuando el paciente no pueda leer la letra mas grande de la cartilla empleada
(por debajo de 0,05) no hay expresién numérica de la AV, por lo que en estos casos
debe buscarse algiin método repetible. Para ello, se intenta que el paciente vea las
manos del examinador y cuente los dedos acercandose gradualmente a él, en estos
casos se anota la distancia a la que lo hizo (por ejemplo, OD: cuenta dedos (CD) a
1 my OI: cuenta dedos a 50 cm). Si el sujeto no es capaz de contar los dedos de la
mano, se evalta si puede detectar los movimientos de las manos (MM) y la
distancia a la que lo hace. Si esto no es posible, se determina si el ojo examinado
puede percibir la existencia de una fuente luminosa y proyectar la procedencia del

estimulo luminoso (PL).

En nuestro caso, para poder realizar un anélisis numérico posterior de la AV
se realizo la siguiente conversion numérica de acuerdo a los baremos establecidos

por la OMS para baja agudeza visual (Tabla 1).
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Tabla 1. Tabla para conversion numérica de valores de AV adaptada segin
baremo de baja AV de la OMS .

AV ORIGINAL | AV CODIFICADA
CD1M 0,02
CD 50 CM 0,015
MM 0,01
PL 0,005

5.4.2. Examen ocular

Seguidamente, se realiz6 un examen ocular en la ldmpara de hendidura

valorando estado del polo anterior del ojo.

En el polo anterior del ojo se visualizan estructuras como son la cérnea y el
cristalino y valoramos la existencia o no de catarata, asi como el grado de severidad

de ésta: esclerosis de cristalino, catarata cortical o nuclear.

En esta parte del examen se toma la PIO con el tonémetro de Goldman
integrado en la lampara de hendidura. La presién intraocular se mide en mmHg

siendo las medidas normales entre 10 y 21 mmHg.

Por dltimo, se realiza examen indirecto de fondo de ojo con lente de
exploracion de 78 6 de 90 dioptrias (Volk Optical Inc, Mentor, EEUU) bajo midriasis
farmacolégica con colirio de tropicamida 0,5% (Alcon Laboratories Inc, Forth Worth,

EEUU). En este punto, en el fondo del ojo afectado se valora la existencia de:

- Drusas.
- Membrana neovascular evidente.
- Hemorragia retiniana en el drea macular.

- Cicatriz o fibrosis coriorretiniana en las revisiones a partir de los 3 meses.
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5.4.3. Realizacién de OCT

Tras examinar oftalmoscépicamente el area macular, se procedié a la
evaluacién con la tomografia de coherencia 6ptica (modelo Cirrus™ HD-OCT, Carl
Zeiss, Meditec, Dublin, CA, EEUU) (Fig. 25).

Figura 25. Imagen de Cirrus HD-OCT empleada en nuestro estudio (FOTO DE AUTOR).

La adquisicién de cada tomografia se realiz6 en tres pasos: 1) seleccionar la
imagen (mediante un barrido o escaneo del polo posterior), 2) congelar la misma y

3) guardarla para su andlisis posterior.

Para asegurar una correcta fijacion del paciente, se le pide que determine en
el objetivo si el punto de interseccion de las lineas rojas de la tomografia, coincide
con el centro de la tarjeta verde de fijacion. Si es asi, no es necesario un ajuste

posterior.

Si no consigue ver el punto de interseccion de los cortes radiales rojos, se le
pide que mire al centro de la tarjeta de fijacion verde, y el explorador ajusta el punto

de interseccién para hacerlo coincidir con el centro de la tarjeta de fijacion verde.

Si el paciente tampoco puede ver el centro de la tarjeta de fijacion verde, se
le pide que mire de frente y es el explorador el que intenta hacer coincidir el punto

de interseccién de los cortes radiales con el centro de la mécula.
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El protocolo de exploracion empleado fue el macular cube 512x128. Este
programa realiza 512 cortes B-scans (axiales) con 128 A-scans (verticales) por cada
corte sobre un drea macular central de 6x6 mm. Posteriormente, el programa nos
ofrece un mapa de espesores con sectores concéntricos que conforman las nueve
regiones del mapa macular de ETDRS (230) (Fig. 26). El espesor medio de todos los
puntos dentro del circulo interno de 1 mm de didmetro se define como el espesor
central de la retina (central subfield thickness, CST). El volumen del cubo (cube
volumen, CV) y el espesor medio del cubo (cube average thickness, CAT) son
generados por algoritmos internos de Cirrus que comparan el estudio realizado al

paciente con el estudio macular normal.
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Figura 26. Diagrama con las 9 regiones del mapa macular ETDRS. Los circulos
concéntricos son de 1 mm, 3 mm y 6 mm de didmetro. CST: central subfield thickness;
IIM: inferior inner macula; IOM: inferior outer macula; NIM: nasal inner macula; NOM:
nasal outer macula; SIM: superior inner macula; SOM: superior outer macula; TIM:

temporal inner macula; TOM: temporal outer macula (230).

En nuestro estudio con la realizacion de la OCT se constato¢ la evidencia de
NVC mediante:
- Signos directos de NVC: existencia de lesiéon nodular o fusiforme
(neovascularizacién coroidea clasica).
- Signos indirectos de NVC: existencia de alteraciéon de la arquitectura
retiniana con evidencias o sospechas de edema como quistes
intrarretinianos y desprendimiento del epitelio pigmentario y/o del

neuroepitelio.
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En este punto se extrajeron los siguientes datos:

- Presencia o no de neovascularizacion coroidea.

- Medida en micras del espesor retiniano desde EPR hasta la altura
maxima en el area macular central.

- Presencia o ausencia de liquido subretiniano.

- Presencia de fibrosis macular a partir de los 3 meses de inicio del

tratamiento.

Las medias de espesor de la fovea central medidas por OCT se determinaron
en el momento del diagnoéstico, a los tres (final de la dosis de carga de tres
inyecciones mensuales), a los seis y a los doce meses del inicio del tratamiento

intravitreo con ranibizumab.

En los pacientes que presentaban la enfermedad de forma bilateral se incluy6
el ojo que presentaba mejor agudeza visual dentro del estudio.

5.4.4. Inyeccion de ranibizumab intravitreo

La inyeccién de ranibizumab intravitreo se llevé a cabo en todos los
pacientes en el quiréfano de Oftalmologia del Hospital General Universitario de
Santa Lucia, tras informar a los pacientes y firmar el consentimiento de terapia

antiangiogénica intravitrea en la consulta.

Bajo anestesia topica con gotas de colirio anestésico doble (Alcon Laboratories
Inc, Forth Worth, EEUU) y en condiciones de asepsia, aplicando solucién de
povidona yodada en piel de la region palpebral y diluida en la superficie ocular y
material estéril, se aplic6 una hemosteta empapada en lidocaina al 2% (Braun
Medical S.A., Barcelona, Espafa) sobre la conjuntiva de la zona a inyectar durante

unos segundos.

Se inyectan 0,5 mg/0,05 mL de ranibizumab intravitreo en la regién escleral
del ojo afectado de NVC a 3,5-4 mm por detras de limbo segtn si el paciente es
pseudofaquico o faquico con una aguja de calibre 30 G (Sterican®, Braun Medical
S.A., Barcelona, Espafia) comprimiendo con una hemosteta seca la zona de la

inyeccién para evitar reflujo. Posteriormente se aplica una gota de colirio de
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tobramicina al 0,3% (Tobrex®, Alcon Laboratories Inc, Forth Worth, EEUU) la cual se
mantiene durante 10 dias de tratamiento domiciliario con posologia de 4 veces al
dia.

En todos los pacientes se realizé dosis de carga de tres inyecciones mensuales
de ranibizumab intravitreo con revisién posterior a la dltima inyeccién. La
indicaciones de retratamiento fueron segun pauta PRN descrita en el estudio
SUSTAIN (111) modificando el criterio de pérdida de AV de 5 letras de escala
EDTRS a pérdida de una linea de agudeza visual en escala de Snellen respecto a la

visita previa o en los siguientes criterios tomograficos:

- No desaparicion de la membrana
- No desaparicion del liquido subretiniano

- Aumento de grosor macular de 100 pm respecto al examen previo

En este punto, recogimos como dato el ntimero de inyecciones que recibi6 el

paciente a lo largo del afio de seguimiento.

5.4.5. Evaluacion de la respuesta al tratamiento con ranibizumab

Los pacientes son evaluados de la respuesta al tratamiento al finalizar la dosis
de carga. Como parametros de respuesta al tratamiento consideramos la mejoria
en la agudeza visual y la desapariciéon de los signos de exudacién macular

(hemorragia macular, edema macular, desprendimiento de EPR).

En nuestro estudio consideramos pacientes respondedores al tratamiento
aquellos que presentaron ganancia de AV de al menos una linea en el test de
Snellen y con reduccién de espesor macular de al menos 100 pm medida con OCT
(Fig. 27).



CAPITULO V: MATERIAL Y METODO

129

Fovea: 256, 67

ICM-RPE Thickness (m)

ILM - RPE

—
Distibution

RPE

Central Subfield| Cube Volume| Cube Average
Thickness (um)|  (mm®) | Thickness (um)

[wwree | a9 | 107 [ 206 |

ot

ILM-RPE Thickness (um)

Fovea: 261,67

Overlay: ILM - RPE Transparency: 50 %
High-definition mode

Distibution
of Nomals

Central Subfield| Cube Volume| Cube Average
Thickness (um)|  (mm?) | Thickness (um)

Figura 27. OCT de paciente incluido en el estudio con buena respuesta a tratamiento con

ranibizumab intravitreo. En la OCT inicial (imagen de la izquierda) observamos el

engrosamiento en el EPR (NCV) acompafiado de edema macular con quistes

intrarretinianos. En la OCT final (imagen de la derecha) podemos observar la desapariciéon

de la NVCy del edema macular asociado con restauracion de la arquitectura foveal normal

(FOTO DE AUTOR).

Se consideran pacientes no respondedores aquellos pacientes que no han

presentado mejoria en su agudeza visual y en los que persiste exudaciéon macular,

o no ha habido reduccién significativa, tanto a nivel clinico como en la OCT (Fig.

28).
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Figura 28. OCT de paciente incluido en el estudio con mala respuesta a tratamiento
con ranibizumab intravitreo. En la OCT inicial (imagen de la izquierda) se observa un
desprendimiento de epitelio pigmentario con fluido intrarretiniano adyacente. En la OCT
final (imagen de la derecha) vemos que el aspecto es practicamente similar tras el

tratamiento con ranibizumab intravitreo (FOTO DE AUTOR).

5.5. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

5.5.1. Extraccién y cuantificacién del ADN de las muestras

La recogida de células de mucosa bucal se realiz6 mediante un escobillén
estéril en el momento previo ala inyeccién de ranibizumab intravitreo en quiréfano
previa firma del modelo de consentimiento informado. Las muestras extraidas se
prepararon para ser conservadas en el Nodo 2 de la Red Regional de Biobancos
(Biobanc MUR).

Las células de la mucosa se resuspendieron en suero salino mediante
agitacion para posteriormente ser centrifugadas y conservadas en un volumen de
200 pl en un arcén con control de temperatura a -80 °C en el Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital General Universitario de Santa Lucia a la
espera de su procesamiento posterior.
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El procedimiento de extraccién y manejo de ADN se realiz6 en el laboratorio

de diagnostico molecular del Hospital General Universitario de Santa Lucia.

La extraccion de ADN de las células de la mucosa bucal se realizé empleando
el kit comercial de extracciéon de ADN gendémico en columna de Qiagen QiAmp
DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) en el equipo automatizado Qiacube
(Qiagen, Hikden, Alemania) siguiendo el protocolo de suspension celular indicado

por el fabricante.

Las cuantificaciones se realizaron mediante espectrofotometria de absorcion
molecular en el espectro ultravioleta utilizando el espectrofotémetro Nanodrop de
Thermo Scientific™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EEUU) y agua destilada
como calibrador. Esta cuantificacion por espectrofotometria estd basada en la
propiedad de las bases puricas y piramidinicas de ADN de absorber luz con un
maximo de absorcién a una longitud de onda de 260 nm. Una unidad de

absorbancia de 260 nm corresponde a una concentracién de ADN de 50 mg/ml.

Una vez cuantificado y dada la baja concentracién de ADN en las muestras,
el ADN extraido se amplificé con el kit Genomiphi (General Electric Healthcare Life
Sciences, Fairfield, EEUU) para incrementar la concentraciéon. Un vez amplificado,
se procedié a la cuantificacion mediante espectrofotometria de absorcion en el
espectrofotometro Nanodrop obteniéndose una concentracion media final de
1027,96 ng/ pl.

Conocida la concentraciéon de ADN, se distribuyeron las muestras en placas
de 96 pocillos a una concentracién de 20 ng/pl correctamente identificadas y se

almacenaron a -20°C hasta la realizacién de los anélisis.

5.5.2. Estudio de variantes genéticas

Los polimorfismos en los genes de estudio (ADAMTSY/ADAMTS9-AS2
(rs6795735), COLSAIL/FILIPIL (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y RADS51B
(rs8017304)) se determinaron por discriminacién de alelos mediante la técnica de

reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (Real Time Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR) usando las sondas KASPar SNP Genotyping System (LGC,
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Middlesex, UK) para cada gen. Para ello, en primer lugar se obtuvo la secuencia
flanqueante de cada polimorfismo en la base de datos de SNPs del Centro Nacional
de Investigacion en Biotecnologia (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina de

los Estados Unidos (http:/ /www.ncbi.nlm.nhi.gov/snp). De este modo, se pudo

disefiar los cebadores y sondas que permitieron la deteccién de los polimorfismos

de estudio.

El sistema de genotipado de SNPs KASPar se basa en discriminacién alélica
empleando sondas fluorescentes. Este ensayo es capaz de discriminar los dos alelos
de un SNP en un locus especifico a partir de ADN genémico mediante PCR alelo
especifica competitiva. Este ensayo utiliza una Tag-polimerasa modificada sin
actividad 37-5’exonucleasa. Se basa en el empleo de cebadores que generan
productos de PCR fluorescentes que permiten genotipar el SNP en un tinico paso.
Este sistema de genotipado utiliza la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) y est4 disefiado como un ensayo multiple que detecta ambos
alelos en un dnico turno de reaccién con tres cebadores especificos para el SNP sin
marcar y dos cebadores universales marcados con los fluorocromos FAM o VIC.
Estos tltimos cebadores, si se unen al ADN molde, adoptan una estructura de
horquilla en donde la molécula de fluorocromo se encuentra muy préxima a un
apantallador que le impide la emisién de fluorescencia. En cambio, cuando son
complementarios al ADN molde, la estructura de la horquilla se rompe emitiendo
fluorescencia la cual es captada por el termociclador a tiempo real ABI 7900HT de
Applied Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EEUU) (Fig. 29).
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Fase 1 PCR: Reconocimiento y desnaturalizacién del ADN molde Legend

5 :
| cebador del alelo 2 | Allele-1 tail FAM-labelled
el cebador del alelo 2 no elonga MTTTTTTTTTTTTI ‘ el
A 000 m———e—- ———————————————————
el cebador reverso elonga en posicién 5'-3° ‘ Allllele-Z tail HEX-labelled
0ligo sequence
el cebador de alelo 1 se une y elonga . 2 d
Trrrrrrrrrr-———"~"~"~""~""~""~""">"">"">""7>"">"°7°7 7 Common reverse primer
e ALl
3 © 3 FAMdye
. , I Q HEX dye
En la primera fase de la PCR, uno de los cebadores especificos de alelo hibrida
con el SNP dianay, con el cebador reverso comun, amplifican la region diana . Target SNP
Fase 2 PCR: Polimerizacién de la hebra complementaria a la cola especifica de Q Quencher
alelo
WIIIIIIIIIIllIIIllIIIIIIIIIIlII El cebador reverso se une, elonga y
l'LLLI_LI_LI_Ll_LI_LI_LI_lQ_lIllllllllllllll hace una copia complementaria de

la cola del alelo 1

Fase 3 PCR: Reconocimiento de la sefial

. a {@a;
R EE
,77777777‘711 TEATEAITrATIATTOATeATT
I
Ll Lolrrriieraererrrrerread
ylds
La sonda marcada FAM se une a la nueva secuencia complementaria de la Fluor for incorporated  Fluor for non-incorporated
cola y su fluorescencia no es apantallada. La intensidad de emisidn G allele no longer T allele remains
quenched. quenched.

fluorescente es registrada por el detector de termociclador.

Figura 29. Genotipado de SNPs KASPar con sondas fluorescentes (extraido de
http:/ /www.lgcgrop.com)

La preparacion de la mezcla para la reaccion de PCR se realizé incorporando
en una placa de 96 pocillos con un volumen total de 8pl los siguientes elementos
segin protocolo humedo: 0,11l de la mezcla de ensayo que incluye cebadores y
sondas fluorescentes especificas de alelo, 4 pl de mezcla maestra 2x KASPar Master
Mix, 0.064 pl de MgCI2 (50 mM) y 4 pL ADN. La master mix consta de buffer,
polimerasa y desoxinucleétidos trifosfatos.
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Las condiciones de termociclado de la PCR fueron las siguientes (Fig. 30):

1°. Un tratamiento a 94°C durante 15 minutos con el fin de activar la actividad

polimerasa tipo "Hot Start".

2°. Una serie de 36 ciclos que consistente en un paso a 94°C durante 20
segundos que permite la desnaturalizacién del ADN y en un paso un minuto
de duracién y temperatura variable en la que ocurre el anillamiento o
hibridacién de los cebadores y la reaccion de polimerizacion. Los 10 primeros
ciclos de esta serie incluyen los pasos a temperatura variable o protocolo
"touchdown" (Fig. 31) que, en funcién de los polimorfismos a determinar

tuvieron las siguientes caracteristicas:

- Protocolo "touchdown" de 68 a 62°C: 10 ciclos de 20 segundos a 94°C
y 68°C bajando 0,6°C por ciclo hasta llegar a 62°C seguidos de 26 ciclos
de 94°C de 10 segundos y 62°C de un minuto.

- Protocolo "touchdown” de 61 a 55°C: 10 ciclos de 20 segundos a 94°C
y 61°C bajando 0,6°C por ciclo hasta llegar a 55°C seguidos de 26 ciclos
de 94°C de 10 segundos y 55°C de un minuto (Tabla 2).

Tabla 2. Asignacién de fluorocromos a cada aleloy protocolo "touchdown” para

cada uno de los SNPs del ensayo.

Nombre del | Localizacion del Alelo Alelo Protocolo
gen SNP FAM VIC “touchdown”
ADAMTS9 rs6795735 C T 68-62°C
COL8A rs13081855 G T 61-55°C
TGFBR1 rs334353 G T 61-55°C
RAD51B rs8017304 A G 61-55°C
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Figura 30. Gréfico de temperatura de termociclado en funcién del tiempo.
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Figura 31. Esquema del programa de termociclado para el protocolo de 61 a 55°C en el

que se observa la activaciéon de la polimerasa a 94°C durante 15 minutos y la serie a

temperatura de anillamiento/polimerizacién variable o protocolo "touchdown"

Una vez que las reacciones de KASP estda completadas y la fluorescencia

resultante ha sido medida, los datos en bruto deben ser interpretados para permitir

que los genotipos sean asignados a las muestras de ADN correspondientes.

Esto se logra visualizando los valores de fluorescencia para cada muestra en un

grafico cartesiano. A menudo se hace referencia a estas parcelas como parcelas de

agrupamiento (Fig. 32).
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Figura 32. Distribucién de genotipos en funcién de las fluorescencias asociadas a los
alelos para el polimorfismo ADAMTS9 donde se observa la poblacién de homocigotos TT
(azul), homocigotos CC (rojo), heterocigotos (verde). Los puntos negros representan los

controles de agua.

El equipo de PCR a tiempo real es capaz de detectar las fluorescencias
liberadas asociadas a cada alelo lo que nos permite obtener un gréfico en cuyos ejes
figuran la intensidad de la fluorescencia para cada alelo (tipicamente el eje X para
trazar el valor de la fluorescencia FAM y el eje Y para trazar el valor de la
fluorescencia HEX).

De este modo, la poblacién genotipada se va agrupar en tres caimulos o
cltsters: uno para los homocigotos para el alelo mayoritario; otra para los
heterocigotos con los dos tipos fluorescencia y otra para los homocigotos del alelo

minoritario.
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5.6. METODOLOGIA ESTADISTICA

Para el analisis estadistico descriptivo de la muestra se emplearon los
métodos descriptivos basicos. Para las variables cualitativas, se obtuvieron las
frecuencias absoluta y relativa; y para las variables cuantitativas, los valores

minimo, maximo, media y desviacién tipica.

Para la comparacion entre dos grupos se emple¢ el test de t-Student, U de
Mann-Whitney o la Prueba Chi-cuadrado en funcion del tipo de variable y el
cumplimiento de los supuestos paramétricos de normalidad y homogeneidad de
varianzas comprobados con el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene,

respectivamente.

Para contrastar si el cambio entre las medidas de las variables en el tiempo
(medidas temporales) fue significativo se realiz6 el modelo ANCOVA a través del
procedimiento Modelo Lineal General (MLG), incluyendo como covariable el
nimero de inyecciones. El modelo de regresion lineal multiple se emple6 para
estudiar el efecto de las variables demograficas, clinicas y los polimorfismos sobre

la ganancia de agudeza visual y el espesor de membrana tras el tratamiento.

El anélisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS 23.0 para Windows.
Las diferencias consideradas estadisticamente significativas son aquellas cuya p <
0,05.

La comprobacién de si la distribuciéon de genotipos cumple la Ley de Hardy-

Weinberg se realiz6 con el test estadistico disponible en www.tufts.edu.
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VI-RESULTADOS

6.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS

6.1.1. Caracteristicas de la poblacion a estudio

En el estudio han participado 125 pacientes con las caracteristicas basales que

se describen en la Tabla 3:

Tabla 3. Descriptivo variables demograficas y clinicas.

Variable Rango; N %
Media (DT)
Demogrdficas
Edad 9%
80,0 (8,9)
Sexo
Hombre 54 43,2
Mujer 71 56,8
Clinicas
Antecedentes familiares
No 101 80,8
St 24 19,2
Antecedentes oftalmolégicos
Cirugia catarata 35 28
Cirugia catarata, DMAE contralateral 27 21,6
DMAE avanzada contralateral 18 14,4
No 45 36
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ECV
No 97 77,6
Si 27 21,6
HTA
No 65 52
S 60 48
DM
No 96 76,8
St 29 23,2
AV basal ojo afectado 0,002-1;
0,205 (0,206)
Espesor macular (p) 244-1068;
417,94 (119,24)

DT: desviacién tipica; ECV: enfermedad cardiovascular; HTA: hipertension arterial; DM:

diabetes mellitus; AV: agudeza visual.

6.1.2. Distribucién por genotipos en los polimorfismos de los
genes ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735), COL8A1L/FILIP1L
(rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304))

El estudio de los genotipos en los polimorfismos de los genes
ADAMTS9Y/ADAMTS9-AS2 (rs6795735), COLSAIL/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1
(rs334353) y RAD51B (rs8017304) se realizé en los 125 pacientes del ensayo y en los
125 pacientes de la poblacién control. En los siguientes graficos por sectores se
representa la distribucién por genotipos en la poblacién estudiada para estos

cuatro genes (casos, Fig. 33; y controles, Fig. 34):
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Figura 33. Grafico de distribucién por sectores de los genotipos en los polimorfismos de

los casos a estudio.
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Figura 34. Grafico de distribucién por sectores de los genotipos en los polimorfismos en

los controles a estudio.
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Los polimorfismos en los controles cumplieron la Ley de Hardy-
Weinberg: ADAMTSY/ADAMTS9-AS2  (rs6795735)  (p=0,6227), COLSAIL/
FILIPIL (rs13081855) (p=0,25), TGFBR1 (rs334353) (p=0,529) y RAD5I1B
(rs8017304) (p=0,0814).

6.1.3. Estudio de susceptibilidad a enfermedad entre casos y controles

6.1.3.1. Influencia del polimorfismo ADAMTS9 (rs6795735) en la susceptibilidad a
DMAE.

Para valorar la existencia de diferencias entre los grupos de genotipos para el
polimorfismo ADAMTS9 entre casos y controles se realizaron tablas de
contingencia para los cuatro modelos de anélisis genético, no hallandose

diferencias estadisticamente significativas (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla de contingencia de casos frente a controles para ADAMTS9.

Modelos | Casos | Controles | x2(g.1.) | p-valor
CODOMINANTE
x2(2) = 0,452 0,798
CC 39 (31,2) 44 (35,2)
CT 55 (44) 52 (41,6)
TT 31 (24,8) 29 (23,2)
DOMINANTE
x2(1) =2,920 0,087
CC 39 (31,2) 52 (41,6)
CT+TT 86 (68,8) 73 (58,4)
RECESIVO
x2(1) = 0,088 0,767
CC+CT 94 (75,2) 96 (76,8)
TT 31 (24,8) 29 (23,2)
POR ALELOS
x2(1) = 0,706 0,401
C 133 (53,2) 96 (55,6)
T 117 (46,8) 81 (444)
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6.1.3.2. Influencia del polimorfismo RAD51B (rs8017304) en la susceptibilidad a DMAE.

Para valorar la existencia de diferencias entre los grupos de genotipos para el
polimorfismo RAD51B entre casos y controles se realizaron tablas de contingencia
para los cuatro modelos de anélisis genético, no hallaindose diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 5).

Tabla 5. Tabla de contingencia de casos frente a controles para RAD51B.

Modelos ‘ Casos | Controles | x2(g.l.) ‘ p-valor
CODOMINANTE
x2(2) = 1,928 0,381
AA 48 (38.,7) 40 (32)
GA 48 (38,7) 59 (47,2)
GG 28 (22,6) 26 (20.8)
DOMINANTE
¥2(1) =1,226 0,268
AA 48 (38.,7) 40 (32)
GA+GG 76 (61,3) 85 (68)
RECESIVO
¥2(1)=0,116 0,733
GA+AA 96 (77.4) 99 (79,2)
GG 28 (22,6) 26 (20.8)
POR ALELOS
¥2(1) =0,779 0,377
A 144 (58,1) 99 (53.8)
G 104 (41.,9) 85 (46,2)

6.1.3.3. Influencia del polimorfismo TGFBR1 (rs334353) en la susceptibilidad a DMAE.

Para valorar la existencia de diferencias entre los grupos de genotipos para el
polimorfismo TGFBR1 entre casos y controles se realizaron tablas de contingencia
para los modelos dominante y por alelos de andlisis genético por ser los tinicos que
cumplen en este gen la homogeneidad entre los grupos, no hallandose diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 6).
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Tabla 6. Tabla de contingencia de casos frente a controles para TGFBRI.

Modelos | Casos | Controles | ¥2(gl.) | p-valor
DOMINANTE
x2(1)=0016 0,898
GG+GT 54 (432) 53 (424)
TT 71 (56.,8) 72 (57,6)
POR ALELOS
x2(1) =3,449 0,063
G 58 (232) 53(314)
T 192 (76.8) 116 (68,6

6.1.3.4. Influencia del polimorfismo COL8A1L/FILIP1L (rs13081855) en la susceptibilidad
a DMAE.

Para valorar si existen diferencias entre casos y controles en la distribucién
de genotipos para el rs13081855 del gen COLSAIL/FILIP1L se realizaron tablas de
contingencia siguiendo el modelo por alelos de analisis genético por ser el tnico
que se pudo aplicar al no existir homocigotos TT. En dicha comparacién no se

hallaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 7).

Tabla 7. Tabla de contingencia de casos frente a controles para COLSA1I.

Modelos | Casos | Controles | x2(gl.) | p-valor
POR ALELOS
¥2(1) = 2,138 0,144
G 227 (90,8) 123 (86)
T 23(9,2) 20 (14)

6.1.4. Determinacion de la asociaciéon de los antecedentes familiares y los
polimorfismos de los genes ADAMTSYADAMTS9-AS2 (rs6795735),
COLSA1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304)).

Para determinar la posible asociacién entre los antecedentes familiares y las
variantes genéticas de los polimorfismos se realiz6 la prueba Chi-cuadrado que

mostré que no existe asociacién significativa entre ambas variables, por tanto, la
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distribucién de genotipos no es diferente entre los pacientes que tienen

antecedentes familiares de los que no los tienen.

A continuacién, se muestran los estadisticos de contraste: ADAMTS9 (x2(2)
= 2,88, p = 0,237), TGFBR1 (x2(2) = 1,47, p = 0,480), COL8A1l (x2(2) = 1,94, p =
0,379) y RAD51B (x2(2) = 1,66, p = 0,435) (Fig. 35).

No
Si

cC CT TT GG TG TT
ADAMTS9 TGFBRI1

AA GA GG
COLSA RADS1B

Figura 35. Porcentaje de pacientes con antecedentes familiares distribuidos por

genotipos en los cuatro polimorfismos.

6.2. ANALISIS FARMACOGENETICO DE LOS RESULTADOS

6.2.1. Influencia del polimorfismo ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) en el

tratamiento con ranibizumab intravitreo

En la ganancia de agudeza visual, reducciéon de espesor, nimero de
inyecciones y en el porcentaje de respondedores no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el polimorfismo ADAMTS9 en ninguno de los
modelos considerados (tablas 8,9, 10 y 11).
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6.2.1.1. Andlisis del polimorfismo ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) segiin

modelo codominante.

Tabla 8. Analisis polimorfismo ADAMTS9 segtin modelo codominante

ANOVA
. CcC CT TT
Variable p-
(n=39) (n =55) (n=231) F(2,122)
valor
Ganancia AV,
- N -04-0,5; -0,6-0,9; -05-04;
ango; edia
& 0,07 (017) | 0,09(022) | 00619 | 3 | 0722
(DT)
Reduccion -420 - 96; -522 - 6; -586 - 238;
espesor, Rango; -63,18 -77,11 -65,84 0,25 0,778
Media (DT) (88,87) (85,05) (135,74)
Kruskal-Wallis
p_
X2(2)
valor
Namero
inyecciones, 3-9; 3-10; 3-10;
. 0,53 0,768
Rango; Mediana 53-7) 53-7) 4(3-7)
(RT)
Prueba Chi?
p_
X2(2)
valor
Respondedor,
0 3,67 0,159
n(%)
No 22 (57,9) 22 (40) 17 (56,7)
Si 16 (42,1) 33 (60) 13 (43,3)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s).
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6.2.1.2. Andlisis del polimorfismo ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) segiin

modelo dominante.

Tabla 9. Analisis polimorfismo ADAMTS9 segtin modelo dominante

Prueba t-Student

. CT CC+TT
Variable _ 55 ~ 70
(n =55) (n=70) t(123) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,6 - 0,85; -0,5-0,5;
Media (DT) 009022 | 007018 | 9% 0424
Reduccion espesor, Rango; -522 - 6; -586 - 238; 070 0483
Media (DT) -77,11 (85,05) | -64,36 (111,18) ! !
U de Mann-Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 5(3-7) 5(3-7) 1887,5 0,848
(RI)
Prueba Chi-cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 1,51 0,218
No 22 (40,0) 39 (57,4)
Si 33 (60,0) 29 (42,6)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s).
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6.2.1.3. Andlisis del polimorfismo ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) segiin

modelo recesivo.

Tabla 10. Analisis polimorfismo ADAMTS9 segtin modelo recesivo

. TT CC+CT Prueba t-Student
Variable _ _
WL (n=94) t(123) |p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,5-0,4; -0,6 - 0,85;
i -0,51 0,608
Media (DT) 0,06 (0,19) 0,08 (0,20)
. -586 - 238; -522 - 96;
Reduccion espesor,
) -65,84 -71,33 0,26 0,793
Rango; Media (DT)
(135,74) (86,46)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Ntmero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 1337,5 0,483
4(3-7) 53-7)
(RI)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 0,79 0,373
No 17 (56,7) 44 (47,3)
Si 13 (43,3) 49 (52,7)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (Pos-P7s).
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6.2.1.4. Andlisis del polimorfismo ADAMTSY/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) segiin

modelo por alelos

Tabla 11. Analisis del polimorfismo ADAMTS9 segtin modelo por alelos

Prueba t-Student

. C T
Variable
(n=133) (n=117) t(123) p-valor
Ganancia AV, Rango; -06 - 0,85, -0,6 - 0,85
. 0,07 0,947
Media (DT) 0,08 (0,19) 0,08 (0,20)
. -522 - 96; -586 - 238;
Reduccion espesor, 63,94 7114
Rango; Media (DT) ’ ’ 0,17 0,863
(86,91) (113,71)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
3-10; 3-10;
Rango; 3.7 5.7 7377,5 0,725
Mediana (RI) (3-7) (3-7)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 0,02 0,892
No 66 (50,4) 56 (48,7)
Si 65 (49,6) 59 (51,3)

DT: desviacioén tipica. RI: rango intercuartilico (P25-P7s).
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6.2.2. Influencia del polimorfismo RAD51B (rs8017304) en el tratamiento con

ranibizumab intravitreo

En las Tablas 12, 13, 14 y 15 se muestran los analisis descriptivos y las

comparaciones de las variables de estudio en el polimorfismo RAD51B.

El nimero de inyecciones mostré diferencias significativas en funcién de las
variantes genéticas (Fig. 36), siendo el ntiimero de inyecciones en la variante GG
significativamente inferior respecto a AA (U =468, z =-2,25, p = 0,024) y GA (U =
672,0, z = - 2,59, p = 0,010).

10 s _

N’ de inyecciones

0 T T T

AA GA GG
RADSIB

Figura 36. Ntmero de inyecciones segtin las variantes genéticas polimorfismo RAD51B

6.2.2.1. Andlisis del polimorfismo RAD51B (rs8017304) segtin modelo codominante

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
variantes genéticas AA, GA y GG para el polimorfismo RAD51B (U=955,5,z= -
1,47, p = 0,143) en la ganancia de agudeza visual, en la reduccién de espesor ni en
el porcentaje de respondedores segtin el modelo codominante (Tabla 12).
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Tabla 12. Analisis polimorfismo RAD51B segn modelo codominante
ANOVA
. AA GA GG
Variable p-
(n =48) (n =48) (n=28) |F(2,122)
valor
Ganancia AV,
. - -0,6 - 0,6; -0,5-0,9; -0,4-05;
ango; Media
& 0,05 (0,20) | 0,09(020) | 011 (017) | 33 | 0722
(DT)
Reduccion -586-238; | -266-10; | -275-96;
espesor, Rango; -70,13 -70,06 -67,61 0,25 0,778
Media (DT) (135,75) (65,28) (81,44)
Kruskal-Wallis
p_
X*(2)
valor
Ndamero
inyecciones, 3-10; 3-10; 3-8;
. 6,05 0,049*
Rango; Mediana 5(4-7) 4,5 (3-7) 3(3-7)
(RI)
Prueba Chi?
p_
X*(2)
valor
Respondedor,
o 1,08 0,581
n(%)
No 25 (53,2) 24 (50) 11 (40,7)
Si 22 (46,8) 24 (50) 16 (59,3)

DT: desviacion tipica. RI: rango intercuartilico (Ps-Pzs). * p < 0,05

6.2.2.2. Andlisis del polimorfismo RAD51B (rs8017304) segtin modelo dominante.

Segtin el modelo dominante (Tabla 13), el nimero de inyecciones en la
variante AA de RADS51B es significativamente superior con respecto a la suma de

las variantes GA y GG.
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Tabla 13. Analisis polimorfismo RAD51B segtin modelo dominante

AA GA+GG Prueba t-Student
Variable
(n =48) (n =76) t(122) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,6 - 0,6; -0,5 - 0,85;
. -1,20 0,232
Media (DT) 0,05 (0,20) 0,10 (0,19)
., -586 - 238; -275 - 96;
Reduccion espesor, 71 99 €916
Rango; Media (DT) ’ ’ 011 0,912
(134,55) (71,13)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
3-10; 3-10;
Rango; 5.7 137 1425,5 0,024*
Mediana (RI) (4-7) (3-7)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 0,66 0,417
No 26 (54,2) 35 (46,7)
Si 22 (45,8) 40 (53,3)

DT: desviacioén tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s). * p < 0,05

6.2.2.3. Andlisis del polimorfismo RAD51B (rs8017304) segtin modelo recesivo

En el modelo recesivo el nimero de inyecciones en la suma de las variantes
AA+GA de RADS51B result6 significativamente superior con respecto a GG (Tabla
14).
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Tabla 14. Analisis polimorfismo RAD51B segtin modelo recesivo

. GG GA+AA Prueba t-Student
Variable _ _
(n=28) (n=96) t(122) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,35 - 0,5; -0,6 - 0,85;
. 0,86 0,391
Media (DT) 0,11 (0,17) 0,07 (0,20)
. -586 - 238;
Reduccidon espesor, 275 - 96;
Rango; Media (DT) 67.61 (81 44 70,65 0,14 0,889
8o 67,61 (8144) | 105 54)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
3-8; 3-10;
Rango; 3(3.7 5 (3.7 1042 0,043*
Mediana (RI) (3-7) (3-7)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 1,08 0,298
No 11 (40,7) 50 (52,1)
Si 16 (59,3) 46 (47,9)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s). * p < 0,05

6.2.3.4. Andlisis del polimorfismo RAD51B (rs8017304) segtin modelo por alelos

En la Tabla 15 se muestran los resultados segtin el modelo por alelos en la

que se observa que el nimero de inyecciones en el alelo A de RAD51B fue

significativamente superior con respecto al alelo G.
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Tabla 15. Analisis polimorfismo RAD51B segtin modelo por alelos

A G Prueba t-Student
Variable
(n=144) (n=104) t(246) p-valor
Ganancia AV, Rango; -06 - 0,85, | -0,5 - 0,85;
. -1,43 0,154
Media (DT) 0,06 (0,20) 0,10 (0,18)
.. -586 - 238; -275 - 96;
Reduccidn espesor, 7010 £8.74
Rango; Media (DT) ’ ’ 011 0,916
(116,25) (73,64)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 6083 0,010*
503-7) 4(3-7)
(RI)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 1,16 0,280
No 74 (52,1) 46 (45,1)
Si 68 (47,9) 56 (54,9)

DT: desviacioén tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s). * p < 0,05

En el andlisis estadistico realizado segtin los cuatro modelos de anélisis por

genes se observa que la presencia del alelo A en pacientes con neovascularizacién

coroidea se relaciona con un mayor nimero de inyecciones de ranibizumab

intravitreo para el tratamiento de esta enfermedad.
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6.2.3. Influencia del polimorfismo TGFBR1 (rs334353) en el tratamiento con

ranibizumab intravitreo

Con respecto al polimorfismo TGFBRI s6lo se pudieron realizar los

analisis estadisticos por genotipos segiin el modelo dominante y por alelos ya que

fueron los dos grupos que cumplieron criterios de homogeneidad con respecto al

numero de pacientes para poder realizar la comparacién posterior (GG (n=4),

TG (n=50), TT (n=71).

6.2.3.1. Andlisis del polimorfismo TGFBR1 (rs334353) segtin modelo dominante

En el polimorfismo TGFBR1 y segun el modelo dominante (Tabla 16), la

ganancia de agudeza visual en la variante TT fue significativamente inferior con

respecto a GG+TG.

Tabla 16. Analisis polimorfismo TGFBR1 segtin modelo dominante

. TT GG+TG Prueba t-Student
Variable
(n="71) (n=54) t(123) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,6 - 0,5; -0,1-0,85;
. -1,99 0,048*
Media (DT) 0,05 (0,20) 0,12 (0,18)
Reduccion espesor, Rango; -586 - 96; -522 - 238;
. -0,42 0,676
Media (DT) -73,25 (99,64) | -65,65 (102,04)
U de Mann-Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 1866 0,793
5@3-7) 5@3-7)
(RI)
Prueba Chi-cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 0,07 0,794
No 34 (48,6) 27 (50,9)
St 36 (51,4) 26 (49,1)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s). * p < 0,05
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6.2.3.2. Andlisis del polimorfismo TGFBR1 (rs334353) segtin modelo por alelos

En el andlisis estadistico segtin el modelo por alelos en el polimorfismo

TGFBR1 no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos

grupos (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis polimorfismo TGFBR1 segtin modelo por alelos

. G T Prueba t-Student
Variable
(n =58) (n=192) t(248) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,1 - 0,85; -0,6 - 0,85;
. 1,32 0,189
Media (DT) 0,11 (0,18) 0,07 (0,20)
.. -522 - 238; -586 - 124;
Reduccion espesor, =7 74 75 66
Rango; Media (DT) ’ ’ 1,06 0,290
(106,73) (98,06)
U de Mann-Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 5307 0,579
503-7) 503-7)
(RI)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 0,27 0,601
No 30 (52,6) 92 (48,7)
Si 27 (47 ,4) 97 (51,3)

DT: desviacién tipica. RI: rango intercuartilico (Pos-P7s).
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6.24. Influencia del polimorfismo COLS8A1L/FILIPIL (rs13081855) en el

tratamiento con ranibizumab intravitreo

Con respecto al polimorfismo COLS8AIL/FILIPIL sélo se pudo realizar el
analisis estadistico por genotipos segtin el modelo por alelos ya que fueron los dos
grupos que cumplieron criterios de homogeneidad con respecto al nimero de

pacientes para poder realizar la comparacién posterior (G (n=227) vs T (n=23)).

6.2.4.1. Andlisis del polimorfismo COLS8A1L/FILIPIL (rs13081855) segiin modelo por
alelos

La reducciéon de espesor macular en pacientes portadores de alelo G en el
polimorfismo COL8A1L/FILIPL fue significativamente superior con respecto a los

pacientes portadores de alelo T (Tabla 18).

Tabla 18. Analisis polimorfismo COL8A1L/FILIP1L segtin modelo por alelos

X G T Prueba t-Student
Variable
(n =227) (n=23) t(248) p-valor
Ganancia AV, Rango; -0,6 - 0,85; -0,6 -0,4;
. 0,67 0,506
Media (DT) 0,08 (0,19) 0,05 (0,19)
Reduccién espesor, Rango; -586 - 238; 127 -77;
. -2,30 0,022*
Media (DT) -74,56 (103,06) | -24,61 (45,06)
U de Mann-
Whitney
U p-valor
Numero inyecciones,
. 3-10; 3-10;
Rango; Mediana 2342,5 0,406
5@3-7) 54-7)
(RI)
Prueba Chi-
cuadrado
x2(1) p-valor
Respondedor, n(%) 1,90 0,167
No 108 (48,2) 14 (63,6)
Si 116 (51,8) 8 (36,4)

DT: desviacioén tipica. RI: rango intercuartilico (P2s-P7s). * p < 0,05
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6.3. ANALISIS MULTIVARIANTE DE LOS RESULTADOS

6.3.1. Tasa de respuesta a tratamiento a ranibizumab intravitreo en nuestra
poblacion

/] No
== Si

49,6 %

Respondedor

Figura 37. Tasa de respuesta a tratamiento

6.3.2. Namero de inyecciones intravitreas en nuestra poblacion

El namero de inyecciones oscil6 entre 3 y 10 cuya mediana fue de 5 inyecciones

(rango intercuartilico: 3-7) (Fig. 38).

Numero inyecciones

Figura 38. Ntimero de inyecciones
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6.3.3. Factores influyentes en la ganancia de agudeza visual.

Para estudiar el efecto de las variables demograficas, clinicas y los
polimorfismos sobre la ganancia de AV tras el tratamiento, se realizé6 un modelo
de regresion lineal mdltiple cuyo resultado se muestra en la Tabla 19. El modelo
analizado result6 significativo (F(17,105) = 1,79, p = 0,040) con un coeficiente de
determinacion (R?) de 0,215, por lo que el 21,5% de la variabilidad de la ganancia

en AV queda explicada por las variables introducidas en el modelo.

En relaciéon con el efecto predictivo de cada una de las variables
independientes, se observa que las variables significativas son los antecedentes
familiares y el antecedente oftalmolégico de cirugia previa de catarata. El hecho de
tener antecedentes familiares tiene un efecto significativo e indirecto en la ganancia
de AV (B =-0,099, p = 0,039) de forma que tener antecedentes familiares hace
disminuir la ganancia de AV en 0,099 unidades, en promedio, con respecto a los

pacientes sin antecedentes familiares.

Por otra parte, el hecho de tener cirugia previa de catarata como antecedente
tiene un efecto significativo e indirecto en la ganancia de AV (p =- 0,126, p = 0,001)
de forma que tener dicho antecedente hace disminuir la ganancia de AV en 0,126
unidades, en promedio, con respecto a los pacientes sin antecedentes

oftalmoldgicos.

El resto de variables no presentan efectos significativos sobre la ganancia de
AV.
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Tabla 19. Efecto de las variables demogréficas, clinicas y polimorfismos para la

predicciéon de la ganancia de AV.

Variable B (ET) Beta I1Cos0, B T | p-valor
-0,004
Edad -0,19 | -0,01-0,01 | -1,752 | 0,083
(0,00)
. -0,013
Sexo (Mujer vs. Hombre) 0,04) -0,03 | -0,08-0,06 | -0,376 | 0,708
-0,099
A.FAM (Sivs. No) -0,20 |-0,19--0,01 | -2,088 | 0,039*
(0,05)
-0,011
ECV (Si vs. No) -0,02 | -0,10-0,08 | -0,226 | 0,822
(0,05)
-0,009
HTA (Si vs. No) -0,02 | -0,09-0,07 | -0,223 | 0,824
(0,04)
DM (Si vs. No) 0,071 (0,04) | 0,16 | -0,02-0,16 | 1,619 | 0,108
A. OFT
-0,126
Cirugfa catarata -0,29 |-0,22--0,03 | -2,614 | 0,010*
(0,05)
-0,039
Cirugfa catarata, DMAE (0,05) -0,08 | -0,14-0,07 | -0,738 | 0,462
-0,072
DMAE contralateral -0,13 | -0,19-0,04 | -1,263 | 0,209
(0,06)
No Ref.
ADAMTS9
CC 0,001 (0,05) | 0,01 | -0,10-0,10 | 0,003 | 0,997
CT 0,041 (0,05) | 0,11 | -0,05-0,13 | 0,891 | 0,375
TT Ref.
TGFBR1
TG 0,152 (0,10) | 0,39 | -0,05-0,36 | 1,492 | 0,139
TT 0,047 (0,10) | 0,12 | -0,16-0,25 | 0462 | 0,645
GG Ref.
COLSAI1L
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GG 0,077 (0,12) | 0,15 | -0,16-0,31 | 0,658 0,512

TG 0,033 (0,13) | 0,06 | -0,21-0,28 | 0,264 | 0,793

TT Ref.

RAD51B

AA -0,08 (0,05) | -0,20 | -0,18-0,02 | -1,644 | 0,103
-0,052

GA -0,13 | -0,15-0,04 | -1,093 | 0,277
(0,05)

GG Ref.
0,356

Constante 0,01-0,02 | 1,459 0,148
(0,244)

ET: error tipico. IC: intervalo confianza. Ref: valor de referencia.

6.3.4. Valoracién del efecto del tratamiento en las variables de respuesta: agudeza

visual y espesor membrana

Para el control de forma estadistica del influjo que el namero de inyecciones
puede ejercer en el cambio de una medida para la siguiente (factor tiempo: medidas
temporales pre, a los 3, 6 y 12 meses) se emple6 el andlisis de covarianza,
ANCOVA, donde el nimero de inyecciones actué como covariable. Si la covariable
utilizada no presenta efecto significativo, cabe esperar que los resultados del
ANCOVA sean similares a los del ANOVA, indicando esto que no es necesario
ejercer control sobre la covariable incluida en el analisis y, por tanto, se procedera
arealizar el ANOVA con medidas repetidas en un factor a través del procedimiento
MLG.

En referencia a la comprobacién del supuesto de esfericidad se aplico la
prueba de Mauchly (Tabla 20) y se obtiene que dicha hipétesis no es asumible en
las variables. Para comprobar el grado de desviacién de la esfericidad se obtuvo el
estimador de ¢ de Greenhouse-Geisser, considerandose que se cumple el supuesto
de esfericidad cuando épsilon toma un valor mayor que 0,75. En este caso se
obtienen valores mayores a 0,75 por lo que el ANOVA puede considerarse robusto

aplicando la correccién de Greenhouse-Geisser para la estimacion de F.
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Tabla 20. Prueba esfericidad de Mauchly.

Estimacion de
épsilon

Variable W de Mauchly | Aprox. x2(5) | p-valor | Greenhouse-Geisser
Agudeza

. 0,658 19,28 0,002 0,779
visual
Espesor

0,829 21,38 0,001 0,813

membrana

En la Tabla 21 se muestra el resultado del anélisis para los factores intra-

sujetos:

Tabla 21. Medias (DT) y contrastes estadisticos en las variables.

. Pruebas de efectos dentro de
Medida, .
. sujetost
. media (DT)
Variable F(g.l.); p-valor (eta?)
3 6 12 ) Tiempo*N°
Pre Tiempo . .
meses | meses | meses inyecciones
F(1,42;,174,17) =
F(1,42;,174,17) =
Agudeza 0,21 027 | 027 | 0,28 17,43; 804
isual# 0,21) | (0,22) | (0,23) | (0,24 < 0,001%** _
(0,124)
F(1,35;165,92) =
F(1,35;165,92) =
Espesor 417,94 | 352,34 | 347,97 | 339,95 15,82; 1.85:
membrana | (119,24) | (70,01) | (71,95) | (70,39) |  p < 0,001*** T
0,114) p =0,173 (0,015)

g.l.: grados de libertad. Eta?: eta cuadrado parcial (tamafio del efecto). fEstimacion de

Greenhouse-Geisser.

*Medias estimadas para: Ntimero inyecciones = 5,19. **p < 0,01 ***p < 0,001.
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De estos resultados se puede extraer que:

En la agudeza visual la interaccién entre el factor tiempo y la covariable (nimero
de inyecciones) fue significativa por lo que hay una relacion significativa entre
el nimero de inyecciones y la diferencia temporal en agudeza visual. En la
figura 39 se muestra la evolucion de la agudeza visual corregida por el nimero
de inyecciones en la que se observa que hay un aumento significativo entre el
pre tratamiento y el resto de medidas. A partir de los 3 meses el aumento entre

las medidas no resulté significativo.

.35

.30

0,284,

.25 A

Agudeza visual

0.20 0’2058

0is T T T T

Pre 3 meses 6 meses 12 meses

Figura 39. Evolucion de la agudeza visual en la poblacién del estudio (media + error

tipico).

* En el espesor de membrana la interaccion entre el factor tiempo y la
covariable (nimero de inyecciones) no fue significativa por lo que no existe
una relacién significativa entre el ndmero de inyecciones y la diferencia
temporal en agudeza visual. En la figura 40 se muestra la evolucion del
espesor de membrana en la que se observa que hay una disminucién
significativa entre el pre tratamiento y el resto de medidas. A partir de los
3 meses la disminucién entre las medidas no result6 significativa hasta los
12 meses, en los que el espesor fue significativamente inferior con respecto

alos 3 y 6 meses.
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Figura 40. Evolucién del espesor macular en la poblacién del estudio (media + error

tipico).
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VII - DISCUSIN

Los estudios de asociacion de genoma completo para DMAE han estimado
que los loci identificados en la actualidad pueden justificar aproximadamente el 60-
70% de la predisposicién heredada a las formas clinicamente significativas de esta
enfermedad (193). La ausencia de asociacién con otros polimorfismos genéticos no
indica que no haya mas genes implicados en la enfermedad, sino que simplemente
el polimorfismo funcional en el gen no ha sido identificado o no existe con la
suficiente frecuencia en la poblacién de estudio como para ser detectado en estos

estudios estadisticos a gran escala (231).

Los primeros estudios de asociaciéon genética vincularon al gen de CFH con
la susceptibilidad a padecer DMAE. Posteriormente, se han publicado estudios con
resultados contradictorios, aunque a dia de hoy los polimorfismos de los genes
CFH y HTRA1/ARMS2 han mostrado una clara asociaciéon con la tendencia a
padecer la enfermedad (232).

En nuestro trabajo hemos realizado un estudio de susceptibilidad a DMAE
en una poblacion de donantes de sangre de nuestra area de salud.
Comparando la distribucién de genotipos de esta poblacién con la de los pacientes
con DMAE no se encontraron diferencias significativas, lo que apoya que el efecto
de estos polimorfismos, sobre todo RAD51B, TGFBR1 y COL8A1, influye en la
farmacogenética pero no parece ser relevante en cuanto a la susceptibilidad al
desarrollo de la DMAE.

El tratamiento con farmacos antiangiogénicos, como ranibizumab, es a dia de
hoy, el tnico tratamiento para la neovascularizacién coroidea existente en las

formas avanzadas de DMAE.
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El primer estudio farmacogenético fue publicado en 2007 en una cohorte de
88 pacientes sometidos a terapia fotodindmica por NVC, no encontrandose

diferencias estadisticamente significativas (233).

El descubrimiento de polimorfismos en genes asociados a susceptibilidad de
DMAE abre una puerta a la investigacién entre las potenciales relaciones entre
estas variaciones y la respuesta al tratamiento antiangiogénico en las formas
himedas de esta patologia. Estas relaciones se han estudiado sobre todo en los
polimorfismos de riesgo de los genes del factor H y del factor 3 del complemento,
los genes ARMS2/HTRA1, los genes codificantes de VEGF-A y su receptor (213,
216, 224).

Numerosos estudios han demostrado la asociacion entre las variantes
genéticas en el gen CFH y la respuesta al tratamiento antiangiogénico con
bevacizumab (206, 207) o con ranibizumab (149, 209, 210, 236). Por el contrario, para
Orlin y colaboradores (215) no existen diferencias entre los genotipos y la respuesta
al tratamiento antiangiogénico (bevacizumab o ranibizumab) en pacientes con
DMAE. Por otro lado, se ha asociado una mejor respuesta a tratamiento en
variantes genéticas del factor C3 del complemento (162), ARMS2/HTRA1 (216),
VEGF-A (212-214, 224) y ApoE (220, 221).

En nuestro estudio hemos hallado resultados que demuestran una relaciéon
entre los polimorfismos genéticos y la respuesta a tratamiento antiangiogénico con

ranibizumab.

La proteina ADAMTS9 ha demostrado su papel antiangiogénico en el cancer
esofdgico y nasofaringeo disminuyendo los niveles de expresion de MMP9 y
VEGF-A (194) pudiendo de esta forma estar implicada en la enfermedad
inflamatoria ocular. El gen que codifica a ADAMTS 9 se localiza en el brazo corto
del cromosoma 3 en la regién 14.1 (3p14.1). Una variante genética podria influir en
la respuesta al tratamiento de la DMAE aunque no se han encontrado asociaciones
estadisticamente significativas entre los genotipos de este polimorfismo y la
respuesta al tratamiento antiangiogénico (198). Shah y colaboradores investigaron

diez polimorfismos en diez genes de susceptibilidad a la DMAE por su posible
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asociacion con la respuesta a tratamiento antiangiogénico no encontrando relaciéon
farmacogenética para el polimorfismo rs6795735 en el gen ADAMTS9 (235), que
también hemos estudiado en nuestro trabajo. En nuestro estudio, no hemos
encontrado diferencias estadisticamente significativas en los genotipos del
polimorfismo ADAMTS9Y/ADAMTS9-AS2 (rs6795735) con respecto a la respuesta al
tratamiento, ni en la ganancia de AV, ni en la reduccién del espesor macular para
los distintos genotipos en ninguno de los cuatro modelos estudiados aplicados a
este polimorfismo (dominante, codominante, recesivo o por alelos), ni en el nimero
de inyecciones. Aunque Helisami y colaboradores encontraron asociacién entre el
alelo de riesgo T de rs 6795735 y susceptibilidad a padecer DMAE (199), a dia de
hoy en los estudios llevados a cabo no han encontrado relacién entre las variantes
genéticas de ADAMTS9 y la respuesta a tratamiento con ranibizumab en la NVC.
La variante genética estudiada no parece influir en la susceptibilidad a padecer
DMAE y/o en la respuesta al tratamiento, lo cual no significa que no exista otra

variante genética asociada a esta proteina que cumpla esta condicién.

Los polimorfismos en el gen RAD51B (rs8017304 (A>G), rs17105278 (T>C) y
rs4092566 (C>T)) han sido sefialados como posibles biomarcadores de riesgo de
padecer DMAE (187, 236). El gen que codifica a RAD51 se localiza en el brazo largo
del cromosoma 15 en la region 15.1 (15q15.1). Esta proteina estd implicada tanto en
el proceso de reparacion del ADN celular, como en el provocado por el estrés
oxidativo, de modo que una alteracién genética en su sintesis podria significar
alteraciones a este nivel celular (205). En la actualidad, no existen estudios que
demuestren diferencias entre los genotipos en este polimorfismo de RAD51B y la
respuesta al tratamiento en las formas hiimedas de la DMAE. Shah y colaboradores
también incluyeron a RAD51B (rs 8017304) como un posible gen asociado a las
respuesta al tratamiento antiangiogénico en la DMAE, pero no encontraron

diferencias entre los distintos genotipos y la respuesta al tratamiento (235).

En el andlisis genético realizado en este trabajo para los diferentes genotipos
en el polimorfismo rs8017304 de RADS5I1B, si se han encontrado diferencias
significativas en el ntimero de inyecciones necesarias en el tratamiento de la NVC.
Asi, en los portadores del genotipo GG el namero de inyecciones administradas

resultd ser significativamente inferior respecto a los genotipos AA (U =468, z = -
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2,25, p=0,024) y GA (U=672,0, z=- 2,59, p = 0,010). La presencia del alelo A en
pacientes con NVC en nuestra serie implica un mayor ntimero de inyecciones de
ranibizumab intravitreo en el tratamiento de la DMAE, tal y como se demuestra en
el analisis estadistico realizado segtin los cuatro modelos de analisis (dominante,
recesivo y por alelos). Para los pacientes con el alelo A son precisas cinco
inyecciones de media de tratamiento, mientras que para los pacientes portadores
del alelo G son necesarias cuatro inyecciones de media. Las variantes alélicas en
este polimorfismo no han demostrado asociacién con otros pardametros de
respuesta como la AV o la reduccién del espesor de la membrana al final del

tratamiento antiangiogénico.

La diferencia en el namero de inyecciones intravitreas que precisan los
pacientes para frenar la actividad de la NVC asociada a estadios avanzados de
DMAE se puede considerar un marcador indirecto de respuesta al tratamiento, ya
que cuantas mds inyecciones precise el paciente, mas tiempo va a tardar en su
curacion y se considera peor respuesta al tratamiento. Estos resultados, en cuanto
al namero de inyecciones, pueden ser motivo de debate, ya que no existe un
consenso en el namero de retratamientos (216). Existe una diferencia en el nimero
de inyecciones que necesitan los pacientes en el tratamiento de la DMAE, de modo
que hay pacientes que precisan 3-4 inyecciones para tener una buena respuesta a
tratamiento mientras que otros pacientes precisan hasta 12 inyecciones. El origen
de esta heterogeneidad en la respuesta al tratamiento es desconocido, y por eso se
cree que la genética puede tener jugar un papel en ella. En este sentido, el nimero
de inyecciones en nuestro estudio varia de 3 a 10 inyecciones, con una mediana de

5 inyecciones.

Diversos estudios publicados han utilizado el nimero de inyecciones como
indice de respuesta; algunos (208, 209, 220, 228) no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en este pardmetro en el tratamiento de la NVC y
determinados polimorfismos de ApoE. Hagstrom y colaboradores en el afio 2013
realizaron un estudio en una cohorte de 834 pacientes pertenecientes al estudio
CATT donde encontraron que los pacientes que presentaban el genotipo AA del
SNP rs11200638 de HTRA1 precisaron mayor nimero de inyecciones frente a los

homocigotos GG y los heterocigotos del gen, aunque no fueron diferencias
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estadisticamente significativas (162). Lee y colaboradores (159) demostraron que
los pacientes homocigotos para el alelo de riesgo 402H requirieron mds inyecciones
de ranibizumab a pesar de que la AV postratamiento no estaba influenciada por el
genotipo. En su estudio, los pacientes que presentaron el alelo de riesgo de CFH
recibieron como media una inyeccién mas que la media. En nuestro estudio existe
asociacion entre el nimero de inyecciones necesarias para el tratamiento de cada
paciente y el polimorfismo rs 8017304 de RAD51, sin influir en la AV al final del
tratamiento. Dos Reis Veloso en 2014 (237) también encuentran diferencias en la
media de inyecciones intravitreas en el tratamiento de pacientes con el alelo
de riesgo C del gen de VEGF, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas, como tampoco lo fueron en el estudio de Mc
Kibbin y colaboradores (238).

La controversia entre los diferentes estudios acerca de si existe asociacion
entre el nimero de inyecciones necesarias en el tratamiento de la NVC y los
polimorfismos genéticos puede deberse a la no uniformidad en el criterio de las
pautas de mantenimiento tras las dosis de carga de 3 inyecciones mensuales. Los
resultados en el andlisis de este parametro no son, en gran medida, comparables
porque mientras que en unos estudios se realiza pauta PRN de mantenimiento
(pinchando segtn si hay reactivacion de la NVC o no), en otros se establece la pauta
de inyecciones mensuales durante el primer afio. Es posible que, en pautas de
tratamiento mensuales, los pacientes malos respondedores tengan buenas medidas
de AV postratamiento, incluso similares a pacientes buenos respondedores a
tratamiento. Por este motivo, estos estudios de asociacién genética resultan ttiles
para tratar de identificar a aquellos pacientes en los que la pauta PRN puede ser
escasa y deben ser tratados con un régimen de inyecciones mensuales o para
identificar pacientes que pueden ser buenos respondedores y que se pueden
beneficiar de intervalos méas largos de seguimiento, evitando visitas y tratamientos

innecesarios.

La ganancia de AV es el mejor pardmetro de evaluacion subjetiva de
respuesta al tratamiento por parte del paciente, ya que un incremento de visién de
una linea hace que se note la mejoria y que la adhesion al tratamiento sea mayor.

Por tanto, se consideran pacientes respondedores al tratamiento aquellos que
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presentaron ganancia de AV de al menos una linea en el test de Snellen y con
reduccion de espesor macular de al menos 100 pm medida con OCT. Por el
contrario, los no respondedores serdn aquellos que no han presentado mejoria en
su agudeza visual y persiste exudacién macular, o no ha habido reduccién

significativa de la exudacion.

Abedi y colaboradores (239) encontraron una ganancia de mas de siete letras
en la escala EDTRS para los pacientes que presentaban el alelo T en el SNP de
VEFGA 1s3025000 a los seis meses de inicio del tratamiento con ranibizumab o
bevazimumab. Estos autores proponen los seis meses como la fecha critica en la
que se puede predecir la respuesta del paciente, sin tener que esperar a los 12 6 24
meses, ya que los pacientes han recibido su dosis de carga de 3 inyecciones y un
nuamero reducido de inyecciones en fase de mantenimiento. Asi, no hay sesgo por
haber recibido un mayor ndmero de inyecciones en un tratamiento mas

prolongado en el tiempo.

En la figura 35 se muestra la evolucién de la AV, corregida por el ntimero de
inyecciones. En ella se observa un aumento significativo de la AV entre el
pretratamiento y las medidas posteriores. Sin embargo, a partir de los 3 meses el
aumento de AV no resulté significativo. Asi mismo, en la figura 36, donde se
muestra la evolucién del espesor macular, se observa una disminucion significativa
entre el pretratamiento y el resto de medidas. A partir de los 3 meses, la
disminucién entre las medidas del espesor macular no resulté significativa hasta
los 12 meses, en los que el espesor fue significativamente inferior con respecto a los
3 y 6 meses. Por tanto, con estos dos hechos corroboramos que los seis meses son

la fecha clave para evaluar la respuesta al tratamiento.

El gen que codifica a TGFBR1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 9
en la posiciéon 22.33 (9922.33) y se ha demostrado la expresion de la proteina TGFB
en las células retinianas en modelos experimentales pudiendo observarse su
activacion en la angiogénesis cuando existe dafio a nivel del EPR. Aunque se
postula que la inactivacion del receptor TGFBR1 puede constituir una diana posible
para el tratamiento de la DMAE (208), serian necesarios estudios experimentales

solidos que demostrasen esta hipoétesis.
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En el analisis genético segtiin el modelo dominante para el polimorfismo
TGFBR1 (rs334353) (Tabla 16), la ganancia de agudeza visual asociada al genotipo
TT fue significativamente inferior con respecto a GG+TG. Estas diferencias no
fueron significativas al realizar la comparacion por alelos en este gen. Las
diferencias encontradas en nuestro ensayo en la variante TT apoyaria la teoria de
que las alteraciones en TGFBRI podrian estar relacionadas con la diferente

respuesta al tratamiento antiangiogénico en pacientes con DMAE.

Nuestros resultados, en cuanto a la relacién entre los distintos genotipos del
polimorfismo TGFBR1 y la ganancia de AV, van en la misma linea de los resultados
de estudios farmacogenéticos de otros autores. Dos Reis Veloso y colaboradores
demostraron al estudiar los genotipos del polimorfismo de VEGF en un modelo
recesivo (CC vs CT+TT), que si existian diferencias estadisticamente significativas.
Encontraron que el genotipo CC conlleva a una peor respuesta al tratamiento a
ranibizumab en cuanto a una peor AV postratamiento y una menor reduccion de
espesor macular (237). Cruz-Gonzélez y colaboradores realizaron un estudio para
valorar la respuesta a ranibizumab intravitreo en relacién con los genotipos de
VEGEF-A, observando diferencias estadisticamente significativas para los genotipos
CC de rs833061 y AA del rs699947, lo que ocasionaba una mejor AV tras el
tratamiento (217). Por otro lado, Hermann y colaboradores también mostraron una
ganancia de entre 1 y 3 lineas en la escala de Snellen en pacientes con alelos
minoritarios en los polimorfismos rs4576072 y rs6828477 del gen VEGFR2 tras un
afio de tratamiento con ranibizumab intravitreo (225). Dikmetas y colaboradores
hallaron una mayor ganancia de AV en los pacientes que presentaban el genotipo
TT del polimorfismo Y402H en el gen CFH sobre los que presentaban el genotipo
CC (240). McKibbin y colaboradores mostraron diferencias en la ganancia de AV
en pacientes tratados con bevacizumab intravitreo con una mayor ganancia de AV
para los el genotipo CC de Y402H en el gen CFH (238).

En el estudio SUSTAIN, la media de ganancia de AV fue de 5,8 letras en la
escala EDTRS tras la dosis de carga y de 3,6 letras de ganancia al mes 12. La
reduccion del espesor macular media fue de -101,1 pm tras la dosis de carga a los 3

meses y de -91,5 pm al mes 12. La media de inyecciones tras la dosis de carga fue
de 2,7 (111).
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Nuestros resultados confirman que la AV postratamiento estd asociada
significativamente con los genotipos de TGFBR1 de los sujetos de nuestro estudio.
Para Orlin y colaboradores (215) la AV al final de tratamiento no esté influenciada
por los polimorfismos genéticos, en su caso con rs 1061170, rs 10490924, rs3750848,
rs3793917, rs11100638 y rs932275 de CFH, ARMS2 y HTRAL.

El gen COL8A1 se localiza en el cromosoma 3q12.1 y codifica la transcripciéon
del colageno tipo VIII, principal componente de la membrana de Bruch (201). El
coldgeno tipo VIII participa en la proliferacion vascular (202) y en la angiogénesis,

ya que se ha detectado en las fases de proliferacion de los hemangiomas (203).

El papel de los polimorfismos en el gen COL8A1 y la patogenia de la DMAE
no esta del todo establecida, aunque tras los estudios de asociacién de genoma de
Seddon y colaboradores se sefial6 como un posible biomarcador de susceptibilidad
de enfermedad (187, 236). Veldzquez-Villoria y colaboradores encontraron una
asociacion positiva entre la NVC asociada a alta miopia y los polimorfismos
rs13095226 y rs669676 en este gen (241). Por el contrario, Yu y colaboradores no
encontraron asociacion entre el polimorfismo rs13095226 de este gen y la DMAE en

una poblacion china (242).

Observando los resultados obtenidos en la variaciéon del espesor macular, hay
que destacar la reduccién de espesor macular en pacientes portadores de alelo G
en el polimorfismo COLSAI1L/FILIPL, que fue significativamente superior con
respecto a los pacientes portadores de alelo T (Tabla 18). En estudios
farmacogenéticos realizados para polimorfismos en el gen de CFH, Teper y
colaboradores (209) al igual que Shah y colaboradores (235) encuentran mejoria en
la respuesta a tratamiento con disminucién en el espesor macular sin asociar

ganancia de AV en su caso.

Nuestros resultados destacan el papel de los polimorfismos en este gen,
concretamente en el rs13081855, pues su alelo T se asocia con peor respuesta al
tratamiento con ranibizumab ya que los pacientes portadores presentan menor
reduccion en el espesor macular. Es posible que una alteracién en un gen

codificante de una proteina componente de la matriz extracelular, COL8A1, esté
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implicado en una peor reparacién celular tras un dafio como el edema macular,

aunque serian necesarios estudios que corroborasen esta teoria.

A pesar de que en nuestro estudio encontramos diferencias en cuanto a la
respuesta a tratamiento con ranibizumab en la DMAE en funcién de los genotipos
de los polimorfismos RAD51B, TGFBR1 y COL8A1, el mecanismo por el que estos
genotipos interactian con la terapia anti-VEGF es todavia desconocido, por lo que

serian necesarios realizar mas estudios.

El estudio multivariante realizado para evaluar el efecto predictivo de cada
una de las variables independientes revel6 como variables significativas los
antecedentes familiares y la cirugia oftalmolégica previa de catarata como variables
relacionadas significativamente con la respuesta individual al tratamiento

antiangiogénico con ranibizumab.

Los antecedentes familiares de DMAE tienen un efecto significativo e
indirecto en la ganancia de AV (p =- 0,099, p = 0,039). Es decir, tener antecedentes
familiares hace disminuir la ganancia de AV en 0,099 unidades con respecto a los
pacientes sin antecedentes familiares. Este hecho reforzaria el papel importante de

los factores genéticos en la respuesta a tratamiento antiangiogénico en la DMAE.

La cirugia previa de catarata en el ojo afectado por la NVC tiene también un
efecto significativo e indirecto en la ganancia de AV (3 = -0,126, p = 0,001). Es decir,
dicha intervencién hace disminuir la ganancia de AV en 0,126 unidades con
respecto a los pacientes sin antecedentes de cirugia de catarata. Por otro lado, se ha
descrito que la cirugia de la catarata es un factor de riesgo para desarrollar NVC en
pacientes con estadios iniciales de DMAE (39, 243) ya que la eliminacién del
cristalino deja a la macula mas expuesta al posible dafio inducido por la luz. Esta
cirugia podria tener un efecto directo sobre la progresion de la DMAE ya que el ojo
afectado puede ser mas vulnerable al trauma quirdrgico por estar dafiada la
membrana de Bruch. La inflamacién ocasionada por la cirugia podria provocar un
estimulo angiogénico adicional. Se ha reportado que en un 10-20% de los casos de
cirugia de cataratas sin incidencias se produce edema macular subclinico que
podria facilitar el desarrollo de NVC (244).
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Segun estos resultados, se recomendaria a los oftalmoélogos ser restrictivos a
la hora de someter a cirugia de cataratas a pacientes con DMAE. Sin embargo, hay
estudios contradictorios respecto al hecho de que la cirugia de catarata influye en
el desarrollo de NVC. Asi, los estudios poblacionales Visual Impairment Project y
Age-Related Eye Disease Study (AREDS) indican que la cirugia de cataratas no
incrementa el riesgo de progresion a DMAE severa (245, 246). Por otra parte, en el
estudio AREDS, se realiz6 la intervencion quirtrgica a 1244 pacientes (1939 ojos)
que presentaban DMAE con diferente grado de severidad determinado mediante
funduscopia. En general, todos los pacientes ganaron agudeza visual después de

la intervencién y la ganancia se mantuvo durante al menos 18 meses.

Con nuestros resultados se remarca que, aunque los resultados de estudios
previos sean contradictorios, hay que evaluar individualmente a cada paciente que

presenta DMAE y que va ser intervenido de catarata.

La identificacién de pacientes con genotipos de riesgo y formas iniciales de
DMAE que van a ser intervenidos de catarata podria ser beneficiosa en el despistaje
de las formas tempranas de esta enfermedad y, de este modo, prevenir su aparicién
con estilos de vida apropiados sin habito tabaquico, con ingesta de alimentos o
suplementos nutricionales ricos en antioxidantes y tratamiento de estadios

tempranos de enfermedad.

Smailhodzic y colaboradores mostraron en el afio 2012 que los genotipos de
riesgo en los polimorfismos de los genes CFH, ARAMS2 y VEGFA tenian un efecto
en la edad de apariciéon de la DMAE. Asi, la combinacién de los alelos de riesgo en
estos genes implicaba la necesidad de tratamiento con ranibizumab en pacientes
con DMAE diez afios antes de la media asi como una peor respuesta al tratamiento
con ranibizumab. Estos pacientes con los 6 alelos de riesgo experimentaban una
pérdida de vision de hasta 10 lineas en la escala EDTRS, concluyendo que hay un
efecto acumulativo en los alelos de riesgo de DMAE (247). En nuestro estudio
multivariante no hemos encontrado asociacién entre los genotipos y la edad de
apariciéon de la NVC ni en la edad de apariciéon de la DMAE en la respuesta al

tratamiento.
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En el presente trabajo no se ha encontrado asociacién entre la edad, ajustada
en base a la genética, y una peor respuesta a tratamiento. Ello sugiere que la edad
no tiene un efecto sobre la respuesta a tratamiento cuando consideramos las
variables genéticas de los pacientes. En su estudio, Dikmetsas y colaboradores
(240), obtuvieron un resultado parecido al nuestro. En cualquier caso, se debe
indicar que es posible que los pacientes no respondedores padeciesen estadios mas
avanzados o més agresivos de la enfermedad y por ello presentaron una peor
respuesta tratamiento o un resultado negativo en el estudio farmacogenético, pero

estos factores no se tuvieron en cuenta en nuestro estudio.

La tasa de respuesta de nuestro estudio fue baja, de 50,8%. Hay que destacar
que nuestra drea de salud pertenece a un medio rural, con una poblacion muy
envejecida y con un dificil acceso al hospital por la dispersién de la zona geografica
y por el nivel cultural de la sociedad. También hay que sefialar que los criterios de
respuesta han sido estrictos en cuanto a la ganancia de AV y la reduccién de
espesor macular, no considerando como una opcién la respuesta parcial a
tratamiento. Dikmetsas y colaboradores (240) obtuvieron una tasa de respuesta

similar a la nuestra, de 49,75%.

Nuestro estudio muestra la influencia de los polimorfismos
COLSAI1L/FILIPIL (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y RAD51B (rs8017304) en la
respuesta al tratamiento con ranibizumab intravitreo en la NVC. Los resultados
obtenidos apoyan la importancia de los estudios de susceptibilidad genética a
padecer la DMAE. De este modo, las personas con riesgo de enfermedad pueden
recibir un tratamiento preventivo y asi retener la funciéon visual por periodos de
tiempo mads largos. Se conseguiria, asi, mejorar la calidad de vida de los pacientes
con DMAE e incrementariamos la prevencién realizando consejo genético en

poblaciones susceptibles.
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La identificacion de nuevos genes implicados podria ayudar a desarrollar un
mayor numero de dianas terapéuticas especificas de esta enfermedad. Por otro
lado, la heterogénea respuesta al tratamiento se ha atribuido parcialmente a
variaciones genéticas, con lo que se demuestra la necesidad de biomarcadores
predictivos que podrian coincidir en algunos casos con los genes de susceptibilidad

a padecer la enfermedad.
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10.

VIII. CONCLUSIONES

Existe una relacion entre los factores genéticos y la respuesta a
tratamiento antiangiogénico en pacientes con DMAE.

Los polimorfismos en los genes ADAMTSY/ADAMTS9-AS2
(rs6795735) COL8AI1L/FILIP1L (rs13081855), TGFBR1 (rs334353) y
RADS51B (rs8017304) no tienen efecto en la susceptibilidad a padecer
DMAE en nuestra poblacion.

Los pacientes con el alelo A de polimorfismo RAD51B (rs8017304)
precisan un mayor nimero de inyecciones en el tratamiento de la
NVC asociada a la DMAE.

El genotipo TT en el polimorfismo TGFBR1 (rs334353) se relaciona
una peor AV postratamiento con ranibizumab intravitreo en
pacientes con DMAE.

La presencia del alelo T en el polimorfismo COL8AIL/FILIPI1L
(rs13081855) implica una peor respuesta a tratamiento por una
menor reduccion del espesor macular.

Los polimorfismos en el gen ADAMTS9/ADAMTS9-AS2 (rs6795735)
no estan relacionados con la respuesta a tratamiento antiangiogénico
con ranibizumab en pacientes con NVC asociada a DMAE.

La fecha critica para valoraciéon de la respuesta a tratamiento deben
ser los seis meses sin la necesidad de prolongarla al afio del inicio
del tratamiento.

Se confirma la asociacion existente entre la cirugia de catarata y la
posterior aparicion de formas de DMAE neovascular.

El desarrollo de la DMAE también se asocia con antecedentes
familiares de esta patologia.

En el presente trabajo no se ha encontrado asociaciéon entre la edad,
ajustada en base a la genética, y una peor respuesta a tratamiento.
Tampoco se ha encontrado asociacion estdn con otros factores como

el sexo, la diabetes, la hipertension o la enfermedad cardiovascular.
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IX - LIMITACIONES

1. Muchos de los pacientes de nuestro estudio no son pacientes naive

y procedian de retratamientos previos al inicio del estudio.

2. Se trata de un estudio retrospectivo.
3. El tamafio muestral de nuestro estudio es relativamente bajo.
4. No se ha considerado la asociacién de otros factores toxicos como

consumo de alcohol o tabaco en este ensayo.

5. No se tuvo en cuenta la severidad de la enfermedad.

FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Uno de los aspectos de la genética y los estudios farmacogenéticos es la
elevada tasa de datos preliminares que pueden determinar el éxito de los
tratamientos entre los que se incluye la terapia antiangiogénica para la DMAE. El
descubrimiento de estos determinantes farmacogenéticos nos abre una puerta al
estudio de mecanismos biolégicos implicados en la patogenia de esta enfermedad
como son los distintos polimorfismos genéticos. Dicho estudio se deberia hacer en
cultivos celulares o en modelos animales mediante ensayos funcionales que
estudiaran como afecta la angiogénesis o los marcadores de éste en funcién del

genotipo de los polimorfismos estudiados con implicacion farmacogenética.

Es probable que en 5-10 afios la eleccién del farmaco o posologia para tratar
en pacientes con DMAE esté guiada por estudio genético previo del paciente. Por
ejemplo, se tendrd en cuenta hacer mas revisiones o poner mds inyecciones
intravitreas en pacientes con un genotipo que implique una peor respuesta al
tratamiento. El abaratamiento en los costes de la secuenciacién masiva o de
proxima generacion haré posible el estudio de exoma completo y de todos aquellos
polimorfismos con implicaciones farmacogenéticas en el manejo clinico de la
DMAE.



188 MARIA DOLORES MIRANDA ROLLON

Se hace necesaria la realizacion de estudios farmacogenéticos coste/ efectivos
para valorar el tipo de tratamiento segtin genotipo para cada paciente. A dia de
hoy, la pauta de tratamiento que se requiere para farmacos con ranibizumab es
demasiado costosa e incomoda para el tipo de pacientes afectados de DMAE. Es
preciso realizar estudios con farmacos o con pautas de tratamiento mas flexibles
para garantizar la sostenibilidad de los sistemas sanitarios cada vez mas

endeudados.
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XI. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado la autorizacion para inyeccion de

tratamiento intravitreo.

Hospital General Universitario Sta. Lucia CO N SENT' M l E NTO | N FOR MADO
Sevele C/Mezquita, s/n, Paraje Los Arcos,
Murclane—" 30202, Santa Lucia, Cartagena

Teléfono: 968 12 86 00 (centralita)

SERVICIO OFTALMOLOGIA
Medico Responsable: Dr.

PROCEDIMIENTO: INYECCION INTRAVITREA DE RANIBIZUMAB/AFLIBERCEPT

D.0? , en calidad de paciente o de su representante legal, con DNI n? , manifiesto haber sido
informado por el Dr. . de los siguientes aspectos en relacion a la administracion intravitrea de medicamentos al que
voy a someterme, como es legalmente preceptivo (art. 4.8,9 y 10 de Ley 41/2002):

A) Administracin intravitrea de medicamentos

Este tipo de procecimiento consiste esencialmente, y de forma muy simplificada, en una inyeccion intraocular de
un farmaco con dos finalidades principales: antiangiogénica y antiedematosa.

El objetivo de esta aplicacion es controlar la pérdida de visién ocasionada por la enfermedad que sufre el
paciente. Normalmente se aplica con anestesia local, tépica con gotas antes y después de la intervencion.

B) Los riesgos y complicaciones tipicas

Aunque este tipo de técnica habitualmente consigue el objetivo perseguido, y por eso le proponemos su
realizacion, en las publicaciones cientificas estan descritas una serie de complicaciones tipicas de esta técnica que usted
debe conocer. Las mds importantes son:

1.Aumento de la presién intraocular. Suele ser transitorio. S6lo en algunas ocasiones necesitaria tratamiento especifico.
2. Hemorragia vitrea, en la mayoria de las ocasiones se puede resolver con tratamiento anugne en Otros €asos es
necesaria una intervencién quirdrgica para eliminarla.
3. Desprendimiento de retina, complicacién que se da en muy raras ocasiones y que necesitaria una intervencion
quirdrgica para resolverla.
4. Endoftalmitis: se trata de una inflamacion del globo ocular que puede estar relacionada con un proceso infeccioso o
como respuesta al producto que se estd inyectando.
5. Progresion de cataratas o aparicion de ellas
6. Hemorragias, perforaciones de estructuras, hernia de iris, rotura capsular, luxacion del nicleo que requiere realizar una
vitrectomia. Una complicacién muy infrecuente ( 2 por mil casos) pero extremadamente grave es una hemorragia
expulsiva que consiste en la expulsion del contenido del ojo y conlleva la pérdida del mismo.

Alguna de estas complicaciones pueden llegar a ocasionar graves consecuencias, incluso en algunos casos puede
llegar a comprometer la integridad del ojo.

C) Los riesgos particulares

Los principales estudios realizados para la evaluacion de la accién de este medicamento, los estudios ANCHOR y
MARINA, muestran que los pacientes tratados con Ranibizumab, no presentaron una incidencia superior de
complicaciones cardiovasculares en relacién a los no tratados con esta molécula.

Por lo tanto DECLARO:

- Que he sido informado con suficiente anticipacion de este tratamiento como para poder comprender, sopesar y meditar
todos estos aspectos, pudiendo plantear a los médicos las dudas o preguntas que he considerado oportunas.

- Que soy plenamente consciente de que me voy a someter a un tratamiento, y como tal, no existen garantias absolutas
de éxito, asumiendo el riesgo de las eventuales complicaciones inherentes a dicha técnica y de las que he sido
convenientemente informado.

- Que he comprendido perfectamente la informacién recibida y libremente doy mi consentimiento a este equipo del
Servicio de Oftalmologia del Hospital St2 Maria del Rosell para que realicen el tratamiento descrito.

En Cartagena,a ~

Firma del Paciente o su representante

Firmado Dr. Dr.
Facultativo especialista de Area de Oftalmologia
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Anexo 2. Consentimiento de autorizacion de utilizacion de datos clinicos y de
material bioldgico excedente del proceso asistencial para investigacion
biomédica y conservacién en biobanco de acuerdo con la Ley de Investigacion
Biomédica del 4 de julio de 2007.

3 8 BIOBANC-MUR o
!_t'f!ujff; BiobancoenRedde laRegion de Murcia T
DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital General Universitario Santa Luda, igual que en la mayorfa de hospitales, ademds de la asistencia a los
pacientes, se realiza investigacién blomédica. La finalidad de esta investigacién es progresar en el conocimiento de las
enfermedades y en su prevencén, diagndstico, prondstico y tratamienta. Esta investigacdn blomédica requiere
recoger datos clinlcos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sancs para analizarks y obtener conclusiones con
el cbjetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también dtiles y necesarias para la Investigacién. De hecho, muchos de los avances clentificos
obtenidas en los dltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacion para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Areq | del hospital el material biologico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van 2
realizar en este centro, con & fin de que puedan ser utilizadas en investigacion biomedica.

Sigulendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacién Biomédica, la Ley Orginica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitames que lea detenidamente este documento de Informacién y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si estd de acuerdo en participar en esta propuesta

20ut e un blobancol: Institucidén para favorecer la investigacién y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la Investigacidn blomédica, es dear, aquella
dirigida a promover la salad de las personas.

usmnchi&smunhiohanmMnma&asmtmehmlem:hmhphmmkﬁn
de un comité clentifico y otro de ética. Las muestras se cederdn generalmente sin informacidn personal asoclada,
aungue a veces podrd ser necesario el acceso 2 |a historia dinica o al resultado de otras pruebas para completar b

investigacién.

La investigacién blomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasicnalmente estas muestras podrin ser

cedidas a grupos de investigacién fuera de Espafia, siempre que se cumplan los requisitos de ka legislacién espatiola y
lo aprueben los correspandientes comités.

Muestcas biolégicas e lnfocmacidn asodada En ningdn caso se le procticordn mds pruebas de las
Imprescindibles para su adecuada atencién médica.

Se guardard y dispondrd del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos biokdgicas y/o tefidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedird que usted o su familla puedan wsarlas, czando sea necesario por
motives de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la Informacién asoclada a las mismas se custodiardn
y/o guardardn en el Blobanco Bfobanc-Mur Nodo Area Il del Hospital General Universitario Santa Lucia hasta su
extincién. Este Biobanco forma parte como modo de la Red Temdtica de Investigackin Cooperativa (RETIC) de
Bichancos del Instituto de Salud Carlos |1l con la referencia RDO9/0076/00065, y esti en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Blobancos que aplica la normativa nacional.

Este blobanco acoge colecclones organizadas de muestras blolégicas e informacién asoclada en las condiclones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislackin anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados
Ve kbancos 1

- =
t. Bilobanc-Mur. Blobanco en Red de la Regldn de Murcia
Red Nacional de Blobancos « ISCII
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por los Comités de frica Dichas muestras y su informackén asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al blobanco.

Cualguier estudio de investigacién para el que se solicite la utilizackén de estos datos o muestras deberd disponer

siempre de la aprobacién del Comité de Ptica de la Inwestigacidn (CEl) competents, que welari para que los
investigadores desarrollen sus estudios sigulendo siempre las mis estrictas normas éticas y legales. Ademds, el comité
clentifico del blobanco garantizard que los proyectos sean de excelencla clentifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en gue la investigacién lo requiera, se realizarin estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacién acerca de su salad y la de sus famillares. Slempre se actuard velando por

la proteccién de esta informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Blobanco del Hospital podrin consultar su historial clinkco, solamente en
el caso de que ello sea Imprescindible para la realizacién del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de frica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
soliciarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informard de los motives y se le solicitard de nuevo su
consentimiento.

Proteccién de datos v confidenclalidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan serdn obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secretn, de acwerdo con la legislacién vigente en materia de proteccidn de datos de caricter personal.

La identificacién de las muestras bloldgicas del Blobanco serd sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacitn, que serd el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podré relacionar su identidad con los citades cidigos. Mediante este proceso los investigadares que
soliciten muestras al biobanco mo podrin comocer ningin dato que revele su identidad. Asmismo, aunque los
resultadas obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas clentificas, su Identidad
no serd facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente Gtiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podrin ser anonimizadas, es decir, no habrd
ninguna posibilidad de volver a asoclar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinkcos asoclados a las mismas, pasardn a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccién de datos.

Responsable del fichero : Pundacidn para ko Formacidn e Investigacién Sanitarias de ia Regldn de Murcia
Direccidm Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30002 Murcia

Usted podrd ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y objecién, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asoclados, dirigéndose a:

Fundacién para la Formacidn e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia
Responsable del nedo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 20003 Murcla
Tel: 968359757 E-mall: juanp.serns@carm.es

Lacicter altrulsta de la dopacién, Lo cesidn de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital General Universitario Santa Lucla es gratuita.

La domaciém tiene por disposicién legal caricter altruista, por lo que usted no obtendrd ni abora nd en el futuro ningén
beneficio econdmico por la misma, nl tendrd derechos sobre pasibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica. Sin embargn, los conocimientos cbtenidos

©) e 2
t.— = L
= Blobanc-Mur. Blobanco en Red de la Regidn de Murcla
Red Nacional de Blobancas « ISCIIT
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gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

Participacién veluntaria, Su negativa NO repercutird en su asistencla médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. $i firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentiméento en asalquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar las motivas y esto no repercutird negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

RBevogcién del conssntimientn: sf usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelario
libremente.

St en un futuro usted quisiera anular su consentimientn, sus muestras biolégicas serfan destruidas y los datos
asocdiados a las mismas serfan retirados del blobanco. Tambéén podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en

cuyo caso se eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biclégicas y
datos dinicos asoclados. Los efectos de esta cancelackin o anonimizackin no se podrian extender a la investigacién que
ya se hublera Hevado a cabo.

Si deseara amular su comsentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Director del Bicbanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre Jos resultados de la investigacién: se le proporcionard informaciin si usted desea
recibiria

En el caso de que usted lo solicite expresamente, o Bliobanco podrd proporcionarie informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o amonimizacién.

Los métodes utilizados en investigacién Blomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la prictica clinica, por
o que no deben de ser considerados con valor clinkco para usted. Sin embargo, en el caso que estas

proparcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, ke serdn comunicados sl asl lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién

relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere o no comunicirselo. Si Ud quiere que se ke
comunique dicha informaciéa relevante debe consignario en la castlla que aparece al final de este documenta.

Si usted no desea recibir esta informacién, tenga en cuenta que & ley establece que, cuando la imformacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares blokdgicos, un Comité de expertos estudiard
el caso y deberd decidir s es convenlente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por tavor, pregunte o personal sanitario que e ha COMUNICAco esta informacion sobre cusiquier duda que
pueda tener, shora o en el futwro, en relacion con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario sutorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la clencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

() et Bilbancon 3
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CAPITULO XI: ANEXOS 227

IMIE w59 BIOBANC-MUR .{___,_,_,
Bt o BiobancoenRed de la Region de Murcia CARIAGENA
CONSENTIMIENTO INFORMARO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante) Persona del ceatro que Informa

Edad: Sexo: 1 —— - | T— -

Si ha comprendido |2 informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cusiquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Are | en los termines antes explicados, por favor, les y firme a continuacion esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hespital General Universitario Santa Lucia a que el material bicldgico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacién blomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de ftica de Investigaciin
competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

Conflrmo que:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucia a que ¢l material biokégico sobrante de las pruebas que se
le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso aststencial sean incorporadas en el Blobanc-Mur

Nodo Area Il, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién blomédica,
siempre gue éstos cuenten com la obligada aprobacién del Comité de Btica de Investigacién competents. Psta
autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido ka Informacién adjunta.

osl ONo
2 Desea que se le comunique la informacién derivada de la Investigacidn que realmente sea relevante y aplicable para
su salhad o la de s familla asi onNo Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en &l caso de necesitar més Informacién o muestras bloldgicas adiclonales
oSl ONo Teléfono o E-mail de contacto:

4. He expresado mi deseo de que se respeten las sigulentes excepdones respecto al cbjetivo y métodes de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Flirma Firma
En a....de de
() et BBhmncen 4
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P BIOBANC-MUR RP—
l'ff! :3 '. s Biobanco enRed de la Region de Murcia 'é"';‘im

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante) Persona del centro gue Informa
Edad: Sexo: 4], O ———— 111 FIS,
Nombre y apellidos del testigo que firma DNL.ce
Relacién con el donante:

Si ha comprendido Ia informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualguier duda gue pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area I en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacion esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital General Universitario Santa Lucfa a que ¢l material bioldgico sobrante de las pruehas que se
le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean Incorporadas en el Blobanc-Mur
Nodo Area Il, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigaciin blomédica,
siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Btica de Investigaciin competente. Esta
autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la Informacién adjunta.

osl ONo
2 Desea que se le comunique la imformacién derivada de la Investigacidn que realmente sea relevante y aplicable para
su maled o la de su familia asl oNo Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en &l caso de necesitar mis informacién o muestras blolégicas adiclonales
osi ONo Teléfono o E-mail de contacto:

4. He expresado mi deseo de que se respeten las sigulentes excepcones respecto al cbjetivo y métodes de las
investigaciones:

£ Me autoriza a firmar en su nombre.
TESTIGO PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
En a....de de
() it BBbnc 5
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CAPITULO XI: ANEXOS 229

IMIE 5 BIOBANC-MUR {_.._,___
Bt s BlobancoenRed de la Region de Murcia CARIAGENA

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante) Persona del centro que Informa
Edad: Sexo: 47, | FS R — (17| F O
Nombre y apellidos del tutor legal que firma LE| SO—
Relacién con el donante:

Si ha comprendido Ia informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duds que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los terminos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacion esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hespital General Universitario Santa Lucia a que el material blcldgico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de

investigacitn blomédica, slempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de ftica de Investigacidn
competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido ka informacién adjunta.

El abajo firmante confirma que:
1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendrd derecho a revocar o modificar

este consentiméento, para lo cual deberd estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerard que el actual documento de consentimientn informado sigue vigente.

osl ONO
2 Desea que se le comunique la informacién dertvada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud 0 la de su familia asl aNo Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en o caso de necesitar mis informacién o muestras bicldgicas adicionales
osl ONo Teléfono o E-mail de contactn:

4. He expresado mi deseo de que se respeten las sigulentes excepdones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

& Me autoriza a firmar en su nombre.
TUTOR ASENTIMIENTO DEL  MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
En a....de de
() ot Bbancon 6
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!_t'.f!g .. BiobancoenRed de la Region de Murcia cﬁmu
BEVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:

Yo, D./Dfia con DNI .. cvveee 2Nl €l consentimiento

prestado en fecha. de de 20...... y no deseo proseguir a donadén voluntaria al bicbanco Bicbanc-

Mur Nodo Areo i, que doy por finalizada al dia de hay.
0O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podrd ser utilizada en proyectos de Investigadéa.
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS ¥ MUESTRAS.
Fdo.

En a..de de 20
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Dfia con DNI Como representante legal de
D/Dfia. con DNI anuloe el consentimiento prestado en

fecha......de . .....de 20....y no deseo proseguir ka donacién voluntaria al bicbanco Biobanc-Mur Nodo Area It
. gue doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podré ser utilizada en proyectos de Investigacién.
O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.
Fdo.:
En A.de de 20

() Mt B 7
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CAPITULO XI: ANEXOS 231

Anexo 3. Hoja de recogida de datos.

FECHA: FACULTATIVO:
SERVICIO: Oftalmologia CENTRO:
~ DATOSDELPACENTE
N2 HISTORIA: INICIALES:
FECHA NACIMIENTO: PESO: Kg TALLA: m
HABITOS DE VIDA:

FUMADOR:

BEBEDOR:

ALIMENTACION:

ANTECEDENTES FAMILIARES:
ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR:
OTROS:
DM:
HIPERTENSION:
OTRAS ENFERMEDADES CONCOMITANTES:

MEDICACION ACTUAL

TRATAMIENTO ANTIOXIDANTE:
TRATAMIENTO PREVIO PARA DMAE:
CIRUGIA DE CATARATA:

1. AV-0OD CC CE 2.PIO.-0OD
Ol CC CE Ol
3. BMC.- 0D
Ol
4. FONDO DE 0JO.- 0D
Ol
5.0CT.- 0D ESPESOR
Ol ESPESOR
¢Actividad MNV?
6. DIAGNOSTICO: 0.D TIPO: FECHA:
0.l TIPO: FECHA:

7. OBSERVACIONES:
OTRAS ALTERACIONES OCULARES:
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PROFILAXIS ANTIMICROBIANA:

FECHAL:
AV1 0D

OCT1 OD
Ol
OJO TRATADO:

OBSERVACIONES1:

FECHAZ2:
AV2 OD

OCT2 OD
Ol
OJO TRATADO:

OBSERVACIONES2:

FECHA3:
AV3 OD

OCT3 0D
Ol
0JO TRATADO:

OBSERVACIONESS3:

FECHAA4:
AVv4 0D

OCT4 OD
Ol
OJO TRATADO:

OBSERVACIONES4:

DATOS RELATIVOS A LA EFICACIA:

Ol

Ol

Ol

Ol

AV INICIAL:
OCT INICIAL:
¢CAMBIA?

TRATAMIENTO 1:

TRATAMIENTO 2:

TRATAMIENTO 3:

TRATAMIENTO 4:

AV ACTUAL:
OCT ACTUAL:

NUMERO TOTAL DE ADMINISTRACIONES:

EFECTOS ADVERSOS:




