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Colesterol oxidasa (CO)

D

Degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE)
Dinitrofenihidracina (DNP)

Ditiotreitol (DTT)

Docosahexaenoico (DHA)

E

Endotelial sintasa NO (eNOS)
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Estado Antioxidante Total (TAS)

Estudio de enfermedades oculares (AREDS)
Estudio de enfermedades oculares casos-controles (EDCCS)
Epitelio pigmentario de retina (EPR)

Especies de radicales de oxigeno (ROS)

E

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Factor nuclear eritroide 2 (Nrf2)

Flavin adenin dinucleotido (FAD)

Fluoresceina (FL)

G

Glicerol fosfato oxidasa (GPO)

Glicerol kinasa (GK)

Glutation oxidado (GSSG o GSSH)

Glutation peroxidasa (GPx)

Glutation reducido (GSH),

Glutation reductasa (GR)

H

Hiperhomocisteinemia (hHcy)

Homocisteina (Hcy)

L

Lipoproteina de alta densidad (HDL)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL)
Lipoproteinas de baja densidad oxidadas (ox-LDL)
M

Malondialdehido (MDA)
Metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR)
Metionina sintetasa (MS)

N

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH)
N-metil-D-aspartato (NMDA)

P

Paraoxonasa 1 (PONT1)
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PEG-colesterol esterasa (PEG-CE)

Peroxidasa (PO)

Polietilenglicol (PEG)

Proteina C reactiva (PCR)

Proteinas quinasas activadas por mitégenos (JNKs)
R

Reticulo endoplasmatico (ER)

Riesgo cardiovascular (RCV)

S

SAH (S-adenosil-L- Hcy)

Senal de quinasa extracelular regulada (ERK)
SERV (Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo).
Subunidad catalitica de la telomerasa (hTERT)
Superdxido-dismutasa (SOD)

T

Termoterapia transpupilar (TTT)

Tiempo de protrombina (PT)

Transductor de sefal y activador de la transcripcion-3 (STAT3)
Tomografia de coherencia dptica (OCT)

8]

Universidad Catolica San Antonio (UCAM)

X

Xatin oxidasa (XOD)
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1. INTRODUCCION

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es la causa de
ceguera mas comun en los paises desarrollados. Hay dos tipos principales de
DMAE: atrodfica y neovascular. La DMAE neovascular, hiimeda o exudativa es
alrededor del 15% de todos los casos de DMAE, caracterizandose por la presencia
de las membranas neovasculares coroidales (neovascularizacion ocular) pudiendo
causar la pérdida total de la vision. El desarrollo de los vasos neovasculares
puede provocar complicaciones graves como la hemorragia vitrea, formacion de
tejido fibrovascular y desprendimientos de retina. La macula es altamente
susceptible al estrés oxidativo porque contiene alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados, alto consumo de oxigeno y gran exposicion a la luz visible. La
DMAE exudativa ha sido vinculada a la tension generada por las especies de
radicales de oxigeno (ROS) en las células fotorreceptoras maculares y las células

del epitelio pigmentario de la retina.

Las ROS son capaces de activar las vias de sefalizacion que
eventualmente promueven la regeneracion y el crecimiento celular. En presencia
de una neovascularizacion anormal, los mecanismos de defensa del estrés
oxidativo ya no son adecuados y causan la muerte celular. Esta muerte celular en
la region de intraretinal vascular se asocia con un aumento de la presencia de
biomarcadores relacionados con el estrés oxidativo. Los ROS estan implicados, ya
sea directa o indirectamente en el proceso de la angiogénesis fisioldgica y
patoldgica de la DMAE exudativa. La administracion de antioxidantes mejora las
vias de regulacion de las ROS y el equilibrio oxido-reduccion contribuyendo a
una mejoria clinica de los pacientes. Por tanto, una herramienta clinica para
determinar el grado de evolucion de la DMAE exudativa y si la terapia aplicada
esta siendo efectiva, es la determinacién analitica de biomarcadores de estrés

oxidativo.

Ademads de la patogenia del estrés oxidativo en la DMAE exudativa, es

importante conocer el papel del riesgo cardiovascular debido a la posible
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asociacion de DMAE y riesgo cardiovascular.

Entre los posibles biomarcadores de riesgo cardiovascular, destacamos el
valor prondstico de la homocisteina ya que es capaz de desarrollar multiples
funciones que afectan a la retina, entre las cuales destacamos: actividad
mitogénica, aumento del dafio oxidativo, disminucion de la perfusion coroidea,
cambio de estructura proteica y pérdida de su funcion, y aumento de apoptosis
celular. Aunque hay que tener en cuenta el resto de biomarcadores de riesgo
cardiovascular como el perfil lipidico, el fibrindgeno o la PCR, es decir, no hay
que interpretar un biomarcador de forma aislada sino el contexto global del

paciente.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) esta asociado a la
neovascularizacion. Existen farmacos administrados via intravitrea (pegaptanib,
ranibizumab y bevacizumab) que apuntan especificamente al bloqueo de VEGF y
se ha convertido en el tratamiento estandar para la DMAE exudativa en un
intento de tratar estos trastornos vasculares. Actualmente, muchos laboratorios
estan investigando fdrmacos en el campo acerca de VEGF. Las terapias anti-VEGF
han demostrado ser eficaces en la pérdida de la vision de enfermedades retinianas
desarrolladas por procesos neovasculares. Sin embargo, la inhibicion de VEGF
puede perturbar el mantenimiento homeostatico de la vasculatura normal y de las
ROS. Ademas, algunos investigadores plantearon la hipotesis de que el VEGF
juega un papel en el mantenimiento y la funcidn de la retina de adultos y que la
terapia con anti-VEGF pueden anular la neuroproteccion mediada por VEGF.
¢Cdémo incide el tratamiento con anti-VEGF en el equilibrio oxido-reduccion? Por
otra parte, algunos datos clinicos recientes han indicado que la inhibicién de
VEGEF sistémica acelera la aterogénesis, induce la vasoconstriccion y la reduccion
de la sintesis de 6xido nitrico sugiriendo que los farmacos anti-VEGF podrian
aumentar el riesgo cardiovascular de los pacientes con DMAE exudativa.
Finalmente, existe un riesgo tedrico de acontecimientos tromboembolicos
arteriales de la terapia con anti-VEGF, incluido el accidente cerebrovascular y el

infarto de miocardio, debido a la inhibicion del papel de VEGE.

(Podriamos monitorizar la terapia anti-VEGF con biomarcadores
cardiovasculares? ;Aumenta el riesgo de los pacientes con DMAE exudativa tras

la administraciéon continuada de farmacos anti-VEGF via intravitrea?
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo en pacientes con
degeneracion macular exudativa asociada a la edad y analizar el efecto de la
terapia anti-VEGF (ranibizumab y pegaptanib) sobre biomarcadores de estrés

oxidativo y factores de riesgo cardiovascular.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L Realizar un andlisis de determinados factores de riesgo
cardiovascular (perfil lipidico, homocisteina, proteina C reactiva,
fibrinégeno) y de inflamacion (homocisteina y proteina C reactiva) a

pacientes con DMAE exudativa, comparados con un grupo control.

II. Analizar el efecto de la terapia intravitrea anti-VEGF durante seis
meses (pegaptanib o ranibizumab) en pacientes con DMAE exudativa

sobre los factores de riesgo cardiovascular mencionados anteriormente

ML Analizar el estado antioxidante y determinados biomarcadores de
estrés oxidativo de pacientes con DMAE exudativa, comparando los
resultados con los observados con un grupo control y determinar el efecto
del tratamiento anti-VEGF (pegaptanib o ranibizumab) durante seis meses

sobre estos parametros.

Iv. Analizar el efecto del tratamiento anti-VEGF (pegaptanib o
ranibizumab) sobre los niveles de homocisteina en plasma y en vitreo en
pacientes con DMAE exudativa y comparar los resultados con un grupo

control.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

31. ;QUEESLADEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD?

La retina es la capa mds externa del ojo, su funcién es transformar las
sefiales luminosas en eléctricas (fototransduccidon) que se envian al cerebro. La
macula latea se localiza en el centro de la retina y debe su nombre a la mayor
concentracion de pigmentos xantdfilos, es especial luteina, que le confiere un
color amarillento. Es la parte de la retina donde hay mayor densidad de conos, lo
que proporciona la mayor agudeza visual que permite al ojo percibir detalles
finos y pequenos.

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad
que se caracteriza por la aparicion de alteraciones degenerativas progresivas en el

area macular.

La DMAE es un importante problema de salud publica y una de las
principales causas de discapacidad visual irreversible y ceguera en adultos en los
paises industrializados. En Estados Unidos afecta a 1.75 millones de personas, y
se prevé un aumento del 50% en 2020 debido al envejecimiento de la poblacion'2.
Aproximadamente, una de cada tres personas mayores de 75 afios estara afectada
de DMAE-.

3.2. TIPOS DE DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD

3.2.1. DMAE no exudativa, atrofica o seca

Es la forma mas frecuente (85%). Se caracteriza por placas de atrofia en el
epitelio pigmentario de la retina (EPR), las cuales van precedidas por la presencia
de pequenos depositos amarillos bajo la retina llamados drusas. Generalmente
tiene una evolucidn lenta y poco efecto sobre la vision sino se desarrolla una

atrofia importante.
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3.2.2. DMAE neovascular, exudativa o hitmeda

Ocurre sélo en aproximadamente el 10% de las personas con DMAE (es
menos frecuente pero mas agresiva). Se produce por el crecimiento de nuevos
vasos anormales y muy fragiles denomindndose este proceso “neovascularizacion
coroidea”. La anormal permeabilidad de los nuevos vasos favorece el sangrado y
la acumulacion de liquido intraretiniano (edema). Esta forma de degeneracion
macular causa la mayor parte de la pérdida de la vision asociada con la

enfermedad.

La forma atrdfica progresa lentamente (90% de todos los casos) y junto con
la DMAE neovascular o exudativa son responsables del 88% de todos los casos
de ceguera atribuible a la DMAE*®. Ademas, 7,3 millones de personas tienen
DMAE precoz, que por lo general se asocia con poca o ninguna pérdida de la

vision, pero aumenta el riesgo de desarrollar DMAE avanzada®.

Sintomatologia

Al inicio de la enfermedad el paciente puede no presentar sintomas, pero

la evolucién de la enfermedad puede ocasionar alteraciones en la vision central.

La DMAE seca o atrofica presenta como sintoma mas comun la visién

borrosa.

La DMAE neovascular puede presentar hemorragia subretiniana, fluido
intrarretiniano, lipidos y/o liquido subretiniano en la macula. Ademas, puede
llegar a causar desprendimientos del EPR siendo exudativos, hemorragicos o
ambos’”. La DMAE neovascular se caracteriza por una neovascularizacion
coroidea, que por lo general afecta a la fovea y las alteraciones visuales que
pueden manifestarse son visiéon borrosa, metamorfopsia (distorsion de la imagen)
o la presencia de manchas negras en el campo visual central (escotoma). El
principal sintoma de la DMAE huiimeda es que las lineas rectas aparecen torcidas

y onduladas?.

En la tabla 1 se observan los sintomas clinicos mas caracteristicos para

diferenciar las formas de DMAE.
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Tabla 1. Sintomas caracteristicos de la DMAE himeda y seca. (Novak 2006) 8

DMAE SECA DMAE HUMEDA

Pérdida progresiva de aguda Pérdida brusca y progresiva de
visual agudeza visual

Dificultad para la lectura. Escotoma central

Metamorfopsia Dificultad para la lectura

Drusas Metamorfopsia

Dispersion de pigmento Hemorragia sub/intraretiniana

Atrofia y degeneracion del EPR Atrofia subfoveal

Desprendimiento exudativo y
EPR

Exudados lipidicos

EPR: epitelio pigmentario de retina.

3.3.  FACTORES DE RIESGO

Desde la perspectiva de la salud publica es importante la identificacion de
pacientes con alto riesgo de DMAE, sobre todo de DMAE neovascular, ya que
facilitaria la deteccién de la enfermedad antes de la aparicion de la pérdida

irreversible de la vision.

En una revision sistematica y meta-analisis se evaluaron 16 factores de
riesgo y se observd que la edad, el tabaquismo, la cirugia de cataratas y los

antecedentes familiares presentaban una mayor relacion con la DMAE°.

Edad: En un estudio epidemioldgico realizado en la poblacion espanola
con DMAE, se observo que a mayor edad mayor riesgo de desarrollar DMAE (se
observé un aumenté de 1,3% en los individuos de edades comprendidas entre 65-

74 afos y un aumento del 8,5% en individuos con edades > 80 afios)’.

Tabaquismo: Myers y cols.!! determinaron la incidencia durante un

periodo de 20 afios de DMAE precoz en pacientes fumadores siendo del 24,4% y
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la incidencia de DMAE tardia fue del 4,5%. El tabaco y un mayor ntimero de

anos-paquete fumados aumentan el riesgo de la progresion de la DMAE™!.

Cirugia: La relacion entre la cirugia de catarata y la DMAE podria reflejar
factores de riesgo comunes ya que ambas son enfermedades que afectan al ojo
envejecido. Existen indicios de que la cirugia pueda predisponer al ojo operado a

desarrollar una DMAE neovascular®2.

Antecedentes familiares: se estan investigando los genes especificos
relacionados con la enfermedad pero existe una predisposicion genética siendo un
tema muy complejo y que contintia en estudio. Un ejemplo de las alteraciones
genéticas se sittia en la proteina del factor H del complemento. Esta proteina esta
involucrada en la regulacion del sistema inmunitario y se ha localizado un cambio
de tirosina por histidina provocando la disminucion de la actividad del
complemento y aumento del desarrollo de DMAE®. Otro ejemplo es la
apolipoproteina E, parece que podrian tener un efecto protector’®. Hay otros
estudios que proporcionan evidencias del papel que los polimorfismos genéticos

podrian desempenar en el desarrollo de la DMAE.

Otros factores de riesgo con una menor consistencia de asociacion son el
indice de masa corporal (IMC), la hipertension, antecedentes de enfermedad

cardiovascular y los niveles de fibrindgeno plasmatico.

Todos estos factores estan asociados con la enfermedad cardiovascular y
se controlan en el &mbito de la atencion hospitalaria y primaria. En el apartado 5.1

se explica la asociacion entre los factores de riesgo cardiovascular y la DMAE.

Los factores nutricionales son muy importantes ya que los suplementos
con antioxidantes son parte de la terapia tanto preventiva como de tratamiento.
Los pacientes con déficit nutricional presentan mayor riesgo de incidencia de
DMAE. Ittly y cols.'” observaron que pacientes con niveles plasmaticos medios o
bajos de 25-hidroxi-vitamina D y déficit de vitamina D en la dieta presentaban
mayor prevalencia de DMAE exudativa.

Finalmente, podemos indicar que existen muchos factores de riesgo
relacionados con la DMAE y algunos podemos modificarlos para disminuir el

riesgo de desarrollar DMAE en el futuro.
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3.4. ESTRES OXIDATIVO Y DMAE

El mecanismo patogénico de la DMAE es poco conocido, pero numerosos
estudios han relacionado niveles elevados de estrés oxidativo en las células
maculares fotorreceptoras (conos y bastones) y en el EPR adyacente como factores
causales en el desarrollo de la DMAE.

El estrés oxidativo se produce cuando los niveles de oxidantes exceden los
niveles de antioxidantes promoviendo la oxidacion de componentes celulares y la
consiguiente pérdida de la funcion celular. La produccion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) es estimulada por distintos factores, tales como la
irradiacion, el envejecimiento, la inflamacidn, el aumento de la presion parcial de

oxigeno y los contaminantes del aire's.

3.4.1. Rutas y mecanismos de estrés oxidativo asociados a la DMAE

El estrés oxidativo es un proceso patologico producido por una alteracion
de los mecanismos bioquimicos que controlan las reacciones de oxidacién-
reduccidon. Se produce por la ruptura del equilibrio entre la producciéon y la

eliminacion de ROS.

El estrés oxidativo no es un fendmeno aislado, sino que esta asociado a
determinados eventos como la agregacion proteica y vias inmunoldgicas. El

conjunto de todo ello estd asociado a la patogénesis de la DMAE.

A continuacion, se explican las rutas implicadas en el estrés oxidativo

relacionadas con la DMAE.

3.4.1.1. La autofagia y heterofagia

El EPR constituye la capa mas externa de la retina, y tiene funciones
importantes en el mantenimiento de la homeostasis del ojo. El EPR se encuentra
bajo la presion constante de las altas demandas metabdlicas provocando niveles
elevados de estrés oxidativo.

Los segmentos externos de los fotorreceptores estan enriquecidos en
acidos grasos poliinsaturados, que pueden sufrir peroxidaciéon lipidica. La

peroxidacion lipidica es mayor en la macula y aumenta con factores como la edad
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y la luz ultravioleta®.

La lipofuscina es un generador fotoinducible de ROS que pueden
comprometer la integridad lisosomal, inducir la peroxidacion lipidica, reducir la
capacidad fagocitica y causar la muerte celular. Los granulos de lipofuscina estan
continuamente expuestos a luz visible y ante una tension superior de oxigeno en

la macula causan la produccion de ROS.

La autofagia y heterofagia son mecanismos de eliminaciéon de la
lipofuscina y ayudan a evitar la acumulacion de la misma. En la DMAE, se ha
observado una acumulacion de lipofuscina por alteracion en los mecanismos de
eliminacion y por tanto, contribuye a la formacion de drusas y dispersion del
pigmento®. Ademas, otro mecanismo que contribuye en la eliminacién es el alto
porcentaje de lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDL-ox). La
concentracion elevada de LDL-ox reduce la degradacion de los fotorreceptores
fagocitados a través de autofagia y heterofagia, aumentando el estrés celular en el
EPR?. En las pruebas inmunoldgicas, los fosfolipidos oxidados en la retina
estimulan a moléculas quimiotacticas, que reclutan monocitos causando un
proceso inflamatorio. Las células apoptoticas, si no se eliminan rapidamente,
sufren necrosis y estimulan el sistema inmune innato. Por lo tanto, existe una
fuerte relacion entre el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria en la patologia
de la DMAE.

Un desequilibrio entre la generacion (LDL-ox y lipofuscina) y la supresion
de ROS puede conducir a efectos indeseables, por ejemplo: capacidad
modificadora de las proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos??®. Ademads, la
modificacion de la estructura de las proteinas no se han podido relacionar con la
etapa de la DMAE (es independiente al grado de DMAE) o con la region de la
retina. Esta alteracion a nivel de lipidos, proteinas o acidos nucleicos provoca una
alteracion de la funcion de un organulo y como consecuencia de ello, hay una

estimulacion de la actividad metabolica y aumento de la muerte celular®.

La aB/Al-cristalina es un componente lisosomal que se encuentra en el
EPR y tiene un papel clave en la regulacion de la autofagia (eliminacion de los
ROS). Las propiedades de esta molécula son la activacion de la autofagia,
contribuyendo a la reduccion del estrés oxidativo y también, ha demostrado

propiedades antiapoptoticas. En la DMAE se ha observado que aB/Al-cristalina
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se expresa en la etapa tardia de la enfermedad para combatir la progresion de la
enfermedad. Por tanto, el déficit de aB/Al-cristalina sensibiliza a las células del
EPR y otras células frente al estrés externo, y la sobreexpresion protege al EPR

frente al estrés inducido por la apoptosis celular??.

En conclusion, los procesos de eliminacion de lipofuscina y la adecuada
regulacion mediante aB/Al-cristalina son mecanismos importantes para prevenir

el estrés oxidativo.

3.4.1.2. La apoptosis

Los mecanismos especificos implicados en el estrés del reticulo

endoplasmatico inducido por la apoptosis no estan claros.

La evidencia disponible sugiere que la induccion transcripcional de CHOP
(proteina pro-apoptotica) es fundamental para el estrés del ER. La sobreexpresion
de CHOP puede conducir a la detencion del ciclo celular y la activacion de la
cascada de caspasas desarrollando la apoptosis celular. Por tanto, la proteina
CHOP disminuye la proteina antiapoptosis como Bcl-2, y aumenta la apoptosis

de las células.

Chen et al.?” observaron que la inactivacion de CHOP por terapias
farmacoldgicas o genéticas atenuaba la apoptosis de las células del EPR y
mejoraba la clinica de la DMAE.

Las mitocondrias son reguladoras centrales de la apoptosis. De hecho, los
cambios mitocondriales incluyendo la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, la liberacién de citocromo ¢, y la activacion de la caspasa 9 y la

caspasa 3 se han asociado con el estrés del ER?.

Por otra parte, la expresion de la aB/Al-cristalina (ya comentada en el
apartado anterior) controla la apoptosis celular y proporciona la protecciéon en la
funcién mitocondrial y estos dos procesos disminuirian el riesgo de desarrollar la
DMAE??2,

3.4.1.3. El hierro

El hierro puede ser una fuente importante de estrés oxidativo en la DMAE

por estimular la peroxidacion lipidica. La peroxidacion lipidica puede ser
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estimulada ademas por el oxigeno, el ozono y por radicales halégenos.

El hierro es un generador de radicales libres que causa toxicidad en los
fotorreceptores y en el EPR. Mientras que el mecanismo de la acumulacion de
hierro en la DMAE es desconocido, es bien conocida su relaciéon con procesos
inflamatorios, la hipoxia y el estrés oxidativo, factores que contribuyen a la
patogénesis de la DMAE. Una de las causas de la acumulacion del hierro es el

envejecimiento o la enfermedad denominada siderosis ocular.

En un estudio post-mortem? se observaron mayores niveles de hierro en
la retina de pacientes con DMAE cuando se compararon con donantes sanos de la
misma edad. Se ha observado que la quelaciéon de hierro protege a los
fotorreceptores y al EPR en una variedad de modelos de raton, pudiendo ser un

potencial terapéutico para prevenir o tratar a pacientes con DMAE.

La inflamacion puede aumentar los niveles séricos de hierro a través de la
regulacion de la interleucina 6 (IL-6) mediada por la hepcidina. Ademas, la
molécula Bmpc6 es crucial para la regulacion de la homeostasis del hierro, y en el
estrés oxidativo se han observado bajos niveles de Bmp6. En un estudio post-
mortem, los EPR de pacientes con DMAE precoz mostraron una disminucion de
los niveles de Bmp6 contribuyendo a un aumento de hepcidina y por tanto,
aumento de la inflamacion y produciendo la acumulacion de hierro en la
DMAE®.

3.4.1.4. El ADN

La DMAE presenta una proceso poligénico complejo produciéndose por
alteraciones acumulativas en la actividad de numerosos genes en diversos tejidos.
Se necesitan nuevos avances en biologia molecular para comprender la

patogénesis e identificar nuevas dianas terapéuticas y de diagnostico.

Los genes que estan implicados en vias asociadas a la DMAE son los
reguladores de la respuesta inmune, la inflamacién, la apoptosis, la homeostasis
del Ca* y el estrés oxidativo®. A continuacion, hablaremos de los mas

representativos.

El estrés oxidativo puede estar asociado con muchos tipos de dafio en el
ADN, incluyendo roturas de una sola hebra y del doble filamento o

modificaciones oxidativas de las bases de ADN. Por ejemplo, la 8-oxo-7,8-
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dihidroguanina (8-oxo G) es un marcador de dafio oxidativo del ADN y un
componente promutagénico en el estrés oxidativo®. Lau et al* observaron niveles

superiores de 8-oxo G en el humor acuoso de pacientes con DMAE exudativa.

A nivel enzimatico, se ha confirmado que la baja sintesis de enzimas
encargadas de la reparacion del ADN en el EPR y las coroides contribuye a la
disfuncion retiniana. Los linfocitos de los pacientes con DMAE mostraron una
mayor sensibilidad al perdxido de hidrégeno y a la radiacion ultravioleta, y
repararon las lesiones inducidas por estos agentes con menos eficiencia que las

células correspondientes de los individuos control®?,

Se ha observado una menor expresion de las enzimas antioxidantes,
causando un mayor dafio oxidativo en las proteinas y en los lipidos. El aumento
del estrés oxidativo y la acumulacion de moléculas dafiadas por oxidacion
conducen a la disfuncién de diversas vias metabdlicas y de sefalizacion; lo que a

su vez, causa la muerte de las células de la retina o una alteracion en su funcidn3..

La proteina p53 tiene la capacidad de detener la proliferacién y la muerte
celular por apoptosis. Gallego-Pinazo et al* utilizaron ratones genéticamente
manipulados para una copia extra del gen p53 (transgénicos super p53) frente a
ratones controles para investigar la generacion de ROS y la actividad antioxidante
en el nervio oOptico en relacion con la disponibilidad de p53. Estos autores
observaron un aumento de la actividad antioxidante y un incremento de la
sintesis de Oxido nitrico en los nervios Opticos de los ratones p53 super
transgénicos en comparacion con los ratones controles. La presencia de una copia
extra del gen p53 se correlacioné con el estado redox en el nervio dptico de los

ratones¥.

Otro ejemplo es el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), que sirve como
regulador de una respuesta antioxidante coordinada en todos los tipos de células.
Sachdeva et al* relacionaron el envejecimiento del EPR con la sefalizacion

alterada del Nrf2 y propone al Nrf2 para estrategias terapéuticas futuras.

Finalmente, las enzimas de regulacion y antioxidantes juegan un papel
clave en el desarrollo de la DMAE y pueden ser futuras terapias en esta
enfermedad ocular (gen p53 y factor Nrf2).
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3.4.1.5. Antioxidantes

Para combatir los efectos negativos de las ROS, las células han
desarrollado una red de defensa antioxidante intrinseca formada por enzimas
como la catalasa, la glutatiéon reductasa (GR), la glutatiéon peroxidada (GPx) y la

superdxido dismutasa (SOD).
- Catalasa

La catalasa es una enzima hemoproteica, que se caracteriza por poseer una
estructura tetramérica, en la cual cada subunidad contiene un grupo Hemo (Fe®).
Esta presente en la mayoria de las bacterias aerobias estrictas, facultativas y
anaerobias aerotolerantes. Esta enzima se encuentra en todos los seres vivos y es
necesaria para desintoxicar el perdxido de hidrogeno que se produce durante el
metabolismo celular. Generalmente los microorganismos que carecen de
citocromos, también carecen de catalasa, asi la mayoria de las bacterias anaerobias

no la poseen.

La catalasa participa en la eliminacion del peroxido de hidrogeno, dando
lugar a una molécula de agua y a una de oxigeno. La catalasa por un lado, cataliza
la reduccion de perdxido en agua, y por otro lado, oxida los donantes de grupos
de hidrégeno, como el metanol y el etanol, con el consumo de un mol de

perdxido. Esta enzima presenta actividad catalitica y peroxidica.

2H,0, - 2H,0+0,
ROOH+AH, > H,0+A

- Glutation reductasa

La glutation reductasa (GR) es una flavoproteina-NAPDH-dependiente
que cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido
(GSH), en presencia de NAPDH formado en la ruta de las pentosas fosfato como
dador de electrones.

La GR permite mantener las concentraciones de GSH en la célula para que
pueda ser utilizado por la glutation peroxidasa (GPx) en la eliminacion del H20..
El GSH es de utilidad en la recuperacion de las vitaminas C y E, las cuales
participan en la eliminacion de radicales libres generados in situ o a distancia.

Ademas, el GSH interviene en la destoxificacién de compuestos xenobioticos, el
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almacenamiento y transporte de cisteina, la regulacion del balance redox de la
célula, el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la sintesis de los

desoxirribonucleotidos, la funciéon inmunolégica y la proliferacion celular.

La alteracién de la actividad de la GR produce la disminucion en las
concentraciones de GSH dando lugar a un aumento de los niveles de especies
reactivas del oxigeno. Dicha alteracion se ha observado en varios procesos

patologicos y esta asociada con un aumento del estrés oxidativo.
- Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es una enzima antioxidante presente en
todos los tejidos. Existen dos isoenzimas: una isoenzima selenio-dependiente y

otra con accion independiente.

Esta enzima cataliza la reduccion del perdxido de hidrégeno y de los
hidroperoxidos orgdnicos a agua y alcohol, respectivamente. Para ello utiliza el

GSH como donante de electrones.

ROOH +2GSH - ROH + H,0+GSSG
GSSG+NAPDH +H* — 2GSH + NADP”

La alteracion de la actividad de la GPx provoca un aumento de los niveles
de H20: y de lipoperdxidos, responsables del dano celular y por tanto estar

implicada en la aparicidon de enfermedades y procesos fisioldgicos.
- Superoxido-dismutasa

La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la reaccién de dismutacion del
radical superdxido, convirtiéndose en la primera barrera defensiva frente a este.
Existen tres isoenzimas, cada una de ellas ligada a un grupo prostético diferente:
una se asocia con el cobre y el zinc (Cu-Zn-SOD), y las dos restantes con hierro y
manganeso (Fe-5OD, Mn-SOD).

La SOD elimina el radical superdoxido convirtiéndolo en peroxido de
hidrégeno. En presencia de hierro libre puede presentar una accion pro-oxidante,
por lo que tiene que complementar su accion con otros antioxidantes como la GPx

y la catalasa que eliminan el peréxido generando oxigeno y agua.

Las alteraciones genéticas, la deficiencia en la dieta de suplementos

antioxidantes, la exposicidon a agentes nocivos (por ejemplo, fumar) aumenta el
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dafio oxidativo en el EPR y predispone al desarrollo de la DMAE.

En la DMAE, los niveles de las enzimas antioxidantes estan disminuidas,
pero ademads, se han encontrado disminuidas otras enzimas como las:
metalotioneinas (proteinas reactivas de fase aguda que eliminan los radicales
hidroxilo), hemo oxigenasa-1 y hemo oxigenasa-2 (implicadas en el catabolismo

del grupo hemo con propiedades antiinflamatorias y antioxidantes).

Una enzima muy importante es la paraoxonasa 1 (PON1), una esterasa
dependiente de calcio, que estd estrechamente asociada a la lipoproteina de alta
densidad (HDL). PONI circula en plasma unida a las HDL, y se relaciona con la
arteriosclerosis y la enfermedad cardiovascular por su capacidad de hidrolizar los
fosfolipidos oxidados presentes en las LDL, asociandose a los efectos beneficiosos

o ateroprotectores de las HDL.

PON1 muestra actividad tiolactonasa frente al metabolito toxico de la
homocisteina (Hcy), involucrado en patologias cardiovasculares, lo que podria
contribuir a la desintoxicacion y mejoria cardiovascular. Orhan et al* observaron
que los pacientes con DMAE exudativa tenian concentraciones de Hcy
significativamente mayores cuando se comparaban con los valores observados en
un grupo control. Los niveles de Hcy elevados se correlacionaron con una
reduccion de la actividad PON 1, por lo tanto se produce una acumulacion de
metabolitos y aumenta el riesgo de enfermedades cardiovasculares y desarrollo
de DMAE.

Las enzimas son una diana terapéutica para el tratamiento de la DMAE y
muchos laboratorios estan investigando farmacos en este campo. Un ejemplo son
las proteinas quinasas activadas por mitogenos (JNKs). Las JNKs regulan
procesos celulares como la proliferacion celular, la migracion, la supervivencia y
la produccién de citoquinas. Se activan en respuesta a factores de crecimiento,
citoquinas proinflamatorias, componentes microbianos, y componentes derivados
del estrés oxidativo. La deficiencia de JNK1 o su inhibiciéon disminuye todos los
procesos mencionados y la expresion de VEGF reduciendo la neovascularizacién

que es el proceso clave en el desarrollo de DMAE exudativa®.

En el apartado de tratamiento preventivo se explicaran los suplementos
antioxidantes utilizados en el tratamiento de la DMAE.
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3.4.2. Biomarcadores de estrés oxidativo

3.4.2.1. Glutation oxidado y reducido

El glutation es un tripéptido no proteinico que se deriva de los
aminodcidos. Contiene un enlace peptidico inusual entre el grupo amino de la

cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del glutamato.

Puede encontrarse en dos formas diferentes segin su estado de oxido-
reduccidon: como glutation reducido (GSH) o como glutation oxidado (GSSG). La
proteina selenocisteina glutatién peroxidasa cataliza reacciones de reduccion, en
las cuales el grupo SH libre actia como donador de electrones y, por lo tanto,
forma un enlace de puente disulfuro con un segundo GSH (GSSG). La
regeneracion de la forma oxidad tiene lugar en una reaccién dependiente de
NADPH mediante la glutation reductasa. El glutation es un efector significativo
de los sistemas de proteccidon antioxidantes. La relacion glutatién reducido (GSH)/
glutation oxidado (GSSH) se utiliza como medida de la toxicidad celular (Figura
1).

Reduced Glutathione

(2 GSH)
NADP"\ / \ et oy
H;0,;

Glura!h:one reductase G!u!a!hrone  peroxidase

Rlboﬂavin ‘
(FAD)

/\ /\,‘

(GSSG)
Oxidized Glutathione

Figura 1: Ciclo metabodlico del glutatiéon. (Bioquimica, Werner Miiller-Ester]l 2008)

El glutation estd implicado en numerosas funciones: protege a la célula
contra los radicales libres, los peroxidos y otros compuestos tdxicos, ademas

interviene en multiples procesos celulares incluyendo la diferenciacion, la
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proliferacion celular y la apoptosis.

El estado de oxidacion del glutation, asi como los niveles plasmaticos,
dependen de diversos factores, heredados o adquiridos, en los que intervienen

enzimas, transportadores, moléculas de sefializacion y factores de trascripcion.

La deficiencia de GSH aumenta la susceptibilidad a las ROS, causando
dafio celular, relacionado con numerosas patologias. Niveles de GSH bajos
disminuyen la capacidad antioxidante de las células y por el contrario, cuando
aumentan las concentraciones en plasma se incrementa la capacidad antioxidante
y la resistencia al estrés oxidativo. Algunas de las alteraciones en el equilibrio del
GSH pueden estar implicadas en la generacion o en la progresion de gran nimero

de enfermedades®.

3.4.2.2. Determinacion de grupos carbonilo, como marcador de la oxidacion proteica

El dano oxidativo a las proteinas tiene una quimica muy compleja. Los
sistemas generadores de radicales libres producen la formacion de numerosos

grupos carbonilo y otras alteraciones en diferentes proteinas.

Los residuos de aminoacidos azufrados, asi como los de lisina e histidina
son los mas susceptibles al dafio oxidativo. En los primeros, se generan disulfuros
que pueden ocasionar el establecimiento de puentes covalentes cruzados entre
proteinas o subunidades con la formacion de agregados. En los segundos, se
produce su oxidacién a grupos aldehidos, esto da lugar a un incremento de
grupos carbonilo en las proteinas oxidadas. En los casos extremos llega a

producirse la fragmentacion de las cadenas polipeptidicas®.

Un método para cuantificar el dafio oxidativo en proteinas es la

determinacion de grupos carbonilo®.

3.4.2.3. Peroxidacion lipidica

Los 4acidos grasos poliinsaturados (acido linoleico, acido linolénico y el
acido araquidonico) son las biomoléculas mas sensibles al ataque de los ROS
debido a la presencia de sus dobles enlaces conjugados. Esta alteracion oxidativa
se denomina peroxidacion lipidica, y resulta especialmente relevante cuando se
afectan los lipidos constitutivos de las membranas bioldgicas. Esta alteracion de la

membrana provoca la alteracion de sus propiedades: la fluidez, el potencial y la
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permeabilidad idnica de la membrana dando lugar a una pérdida de la integridad

de la misma#.

Los productos de la oxidacion lipidica pueden alterar proteinas
funcionales como transportadores y enzimas, provocando roturas que liberan el
contenido de las células y sus organulos, como las enzimas hidroliticas
lisosomales*#. Otras acciones de los perdxidos lipidicos y/o sus derivados
carbonilicos citotdxicos pueden ser el bloqueo de macréfagos, la inhibicion de la
sintesis proteica, la destruccion bacteriana, la activacion enzimatica, la agregacion

proteica y la actuacién como agentes quimiotacticos para la fagocitosis.

La determinacién del malondialdehido (MDA) es un marcador de estrés
oxidativo, ya que es un producto final de la oxidacion de los acidos grasos
poliinsaturados en las membranas celulares. Jia et al.* observaron un aumento en
la actividad de la enzima SOD probablemente por el aumento de los niveles de
MDA por una regulacion compensatoria en respuesta al estrés oxidativo de los

pacientes con DMAE.

El aumento de MDA en suero se ha correlacionado con un incremento de
los niveles de homocisteina y una menor actividad de PON1. Ademas, la
hiperhomocisteinemia se relaciona con niveles superiores de las LDL-ox y de la
relacion LDL/HDL-ox, debida a la disminucion de la actividad de la PON14.

Actualmente se estdn utilizando como marcadores de la peroxidacion
lipidica los isoprostanos F,, isdmeros de las prostaglandinas que se producen
como productos finales de la peroxidacion del acido araquidoénico mediado por la
cadena de transporte de electrones, siendo el mas utilizado el 8-epiPGF2a*.

3.4.2.4. Oxidacion del DNA

El dafio oxidativo al ADN se produce por su interaccién con ROS o con
especies reactivas al nitrogeno. E1l HO" y el H" son los principales radicales libres
que reaccionan con las bases nitrogenadas del ADN, ya que tienen la capacidad
de oxidar tanto las bases puricas como las pirimidinicas y el azticar desoxirribosa.
De la misma manera, los radicales N*~ y peroxinitrito (ONOQO™) también pueden
reaccionar con las bases nitrogenadas del ADN¥.

Los radicales libres serian capaces de danar directamente las cadenas de

ADN originando su fragmentacion. Posteriormente modifican las bases
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nitrogenadas que van a ser incorporadas al ADN, dando lugar a compuestos
anomalos del tipo de la desoxiguanosina, capaz de provocar mutaciones. Las
enzimas reparadores del ADN son capaces de eliminar la mayoria de las
lesiones oxidativas, pero no todas. Entre los productos de oxidacion del ADN
que se han identificado, el 8-hidroxi-2desoxiguanoxina (8-OHdG) es un
metabolito relevante, que se utiliza para evaluar el grado de dafio oxidativo al
ADNS,

El dafio oxidativo en el ADN mitocondrial es unas 15 veces superior al del
ADN nuclear. Esto se debe a la cercania de dicho ADN al lugar principal de
generacion de radicales libres en la célula sana, la cadena de transporte
electrénico mitocondrial. Estas alteraciones causan desde delecciones y
mutaciones puntuales hasta ruptura de cadenas y/o trastornos estructurales,

incluyendo aberraciones o pérdidas cromosomicas®.
3.5. TRATAMIENTO

3.5.1. Tratamiento de la DMAE seca

No existe un tratamiento efectivo probado para la DMAE seca. Los

antioxidantes y la terapia con laser han sido valorados.

Los pacientes con DMAE seca pueden desarrollar DMAE hameda.

3.5.1.1. Suplementos antioxidantes

Los antioxidantes previenen el dafio celular en la retina mediante la
limitacion de los efectos de los radicales libres producidos en el proceso de

absorcion de la luz. A continuacion vamos a explicar diferentes formulas:

3.5.1.1.1. Vitaminas antioxidantes y zinc

El Estudio de Enfermedades Oculares (AREDS) sugiere el tratamiento con
vitaminas antioxidantes mds zinc para los pacientes con DMAE exudativa o
atréfica®. La formulacion original del estudio AREDS contenia dosis
relativamente altas de vitaminas A, C y beta-caroteno mas zinc. Sin embargo, el

beta-caroteno se ha asociado con un mayor riesgo de cancer de pulmon, en
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particular en los fumadores®. Una férmula alternativa, es que la luteina y la
zeaxantina sustituyen al beta-caroteno, ha demostrado ser igualmente eficaz en el
estudio AREDS232,

Los efectos de las vitaminas C, E, y beta-caroteno, y el mineral zinc
antioxidante son variables en pacientes con DMAE, dependiendo de la gravedad
de la enfermedad. En el estudio AREDS* con 3.640 sujetos (55 a 80 afos de edad)
se observo que los pacientes sin DMAE o DMAE leve no se beneficiaron de la
suplementacion antioxidante y/o zinc. La féormula de zinc mds antioxidantes, en
comparacion con el placebo, disminuyd el riesgo de progresion a DMAE
avanzada o pérdida de la agudeza visual en el ojo sano en pacientes con DMAE
moderada y avanzada. El zinc cuando se administré solo también se asocid con
un menor riesgo de progresion de la DMAE. Estos resultados sugieren que los
pacientes con DMAE seca pueden beneficiarse del consumo de antioxidantes y

de zinc en las dosis utilizadas en el estudio AREDS052,

3.5.1.1.2. Carotenoides: astaxantina, luteina y zeaxantina

Astaxantina

La astaxantina posee una amplia variedad de funciones biolodgicas,
incluyendo propiedades antiinflamatorias, antiapoptdticas, anticancerigenas,
neuroprotectoras y cardioprotectoras. Ademas de estas propiedades, astaxantina
tiene una elevada actividad antioxidante, 10 veces superior que otros carotenos
como la luteina y el beta-caroteno, y 100 veces mayor que el a-tocoferol. El
tratamiento reduce la muerte celular inducida por H20: y la apoptosis en células
AEPR-19, el mecanismo por el cual actia es por citoproteccion inducida por el
elemento de respuesta antioxidante de Nrf2.

Estos resultados muestran que astaxantina podria ser una adecuada

estrategia terapéutica para la DMAE temprana®.
Luteina y zeaxantina

Las concentraciones maculares de luteina y zeaxantina disminuyen con la
edad, lo que agrava los efectos nocivos de la luz azul en los fotorreceptores. Son
pigmentos maculares que se encuentran en los axones de los fotorreceptores en el
EPR y en el segmento externo. Se han propuesto dos mecanismos: los pigmentos

maculares pueden actuar como un filtro 6ptico, debido a su capacidad para
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absorber la luz azul, y son potentes antioxidantes neutralizando los radicales
libres generados por la luz. Seddon y cols.®® observaron que el riesgo de
desarrollar la forma mas severa de la degeneracion macular fue 43% menor en las
personas que consumen grandes cantidades de frutas y verduras ricas en luteina
y =zeaxantina (6émg/dia). Delcourt y cols.*® observaron que -elevadas
concentraciones plasmaticas de luteina y zeaxantina se asocian con un menor
riesgo de maculopatia relacionada con la edad. En el Estudio CARMA
(carotenoides en el maculopatia relacionada con la edad) investigaron que la
administracion de 12 mg de luteina y 2 mg de zeaxantina en combinaciéon con
antioxidantes (120 mg de vitamina C, 15 mg de vitamina E, 20 mg de zinc y 0,4
mg de cobre), tuvieron un efecto beneficioso sobre la funcién visual y/o era capaz
de retrasar la progresion de etapas tempranas y las tardias de la enfermedad?.
Por ultimo, los niveles bajos de luteina y zeaxantina en la macula pueden
representar un factor de riesgo para el desarrollo patogénico DMAE vy los
investigadores sugieren que la suplementacion puede contribuir a mantener la

salud ocular.

3.5.1.1.3. Canolol

El canolol es un compuesto fenolico que exhibe una potente actividad
antioxidante. En el estudio, los investigadores encontraron que hubo un aumento
en la expresion de la catalasa y la glutation S-transferasa tras el tratamiento
canolol, que se correlacion6 positivamente con los efectos protectores de canolol.
Ademads, mediante la union al elemento de respuesta antioxidante de Nrf2 induce
la expresion de genes antioxidantes. La sefial de quinasa extracelular regulada
(ERK) en cascada ha demostrado proteger contra la lesion celular inducida por el
estrés oxidativo y la muerte. Se ha demostrado que el canolol provoca la
sobreexpresion de ERK1 / 2 confiriendo resistencia contra la muerte de las células
del EPR debido al estrés oxidativo®.

3.5.1.1.4. Melatonina

La prevencion de acortamiento de los telomeros por los antioxidantes
puede ser un método util para reducir los efectos acumulativos del estrés

oxidativo en células del EPR. La melatonina tiene mecanismos antioxidantes y
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actua localmente como una neurohormona y / o neuromodulador. La melatonina
ejerce beneficio adicional a través de la regulacion de hTERT (subunidad catalitica
de la telomerasa) provocando la expresion y estimulado la actividad de la
telomerasa en el EPR, que posteriormente ayuda a prevenir o tratar la DMAE. Le
sugerimos que la terapia de la melatonina como agentes farmacoldgicos y / o
alimentos ricos en melatonina, especialmente en pacientes con DMAE con los
niveles de melatonina séricos bajos o pacientes de alto riesgo seria posiblemente

un enfoque alternativo para prevenir y / o tratar la DMAE.

La melatonina tiene potencial para prevenir el acortamiento de los
telomeros en el EPR, mientras que no se opone a otros mecanismos, a saber tiene
propiedades antioxidantes y / o restauracién de la integridad de la barrera, la

reduccion de VEGF, la hipoxia y niveles de 6xido nitrico®.

3.5.1.1.5. Complejos vitaminicos con selenio y carotenoides

Las sustancias que poseen actividad antioxidante son las vitaminas Cy E,
beta-caroteno y algunos minerales, como el zinc, el cobre, el selenio y el
manganeso. El EDCCS (Estudio de enfermedades oculares casos-controles)
demostrd que los niveles plasmaticos elevados de antioxidantes (vitaminas A, C,
E, selenio y carotenoides) se asocian con un menor riesgo de desarrollar DMAE
neovascular®. En 1994, el Estudio Longitudinal de Envejecimiento de Baltimore,
informo un efecto protector contra DMAE para las concentraciones plasmaticas
elevadas de vitamina E®. En 2001, el informe de AREDS no. 8, un gran ensayo
multicéntrico y aleatorizado revel6 que el riesgo de progresion de DMAE
avanzada se redujo en un 28% en pacientes con degeneracion macular intermedia
tratados con altas dosis de suplementos de antioxidantes (vitaminas C y E, zinc y
[-caroteno)®. En 2004, el informe de AREDS no. 13 mostraron que la mortalidad
fue menor en los pacientes que tomaban zinc solo o con antioxidantes en
comparacion con los que no tomaban este mineral®. Chong y cols.®® mostraron
que los suplementos antioxidantes impidieron una DMAE precoz. El antioxidante
(beta-caroteno, vitamina C y E) y suplementos de zinc fueron capaces de retrasar
la progresion de la DMAE avanzada y prevenir la pérdida de la agudeza visual en

personas que presenten sintomas de la enfermedad®®.
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3.5.1.1.6. Lipidos: Acidos grasos omega-3

El papel de los acidos grasos en DMAE se investig6 inicialmente debido a
la hipotesis de que la DMAE y la enfermedad cardiovascular pueden compartir
una patogenia similar. Los acidos grasos omega-3, también conocidos como
poliinsaturados de cadena larga de acidos grasos, son esenciales para la salud
humana. Los acidos grasos omega-3 incluyen el acido alfa-linolénico (un acido
graso de cadena corta), docosahexaenoico (DHA) (su base es el alfa-linolénico) y
acido eicosapentaenoico (EPA) (de cadena larga). Los omega-3 estan altamente
concentradas en el cerebro y parece ser particularmente importante para la
funcion cognitiva y de comportamiento. De hecho, los nifios que no reciben
suficiente omega-3 de sus madres durante el embarazo tienen riesgo de
desarrollar problemas de vision. Los acidos grasos omega-3, especialmente el

DHA, tienen funciones morfoldgicas, funcionales y de proteccion en el retina®:

- Papel morfoldgico: el DHA es el principal 4cido graso
poliinsaturados omega-3 de cadena larga que se encuentra dentro de los
segmentos externos y, tiene funciones anti-apoptoticas, anti-inflamatorias y
antiangiogénicos.

- Papel funcional: el DHA proporciona un ambiente adecuado

para los cambios conformacionales en la rodopsina.

- Papel protector: el DHA protege contra el envejecimiento de
la retina y puede reducir la acumulacion de lipofuscina en el EPR y los depdsitos
de lipidos en la membrana de Bruch. Estas acumulaciones son frecuentes en la
patologia de DMAE. Ademas, DHA protege los fotorreceptores de la apoptosis
inducida por el estrés oxidativo.

Varios estudios epidemioldgicos®®”® demostraron que el consumo elevado
de acidos grasos omega-3 en la dieta se asocié con una reduccion entorno al 38%
del riesgo de DMAE tardia. El comer pescado al menos dos veces a la semana se
asocié con un menor riesgo de DMAE precoz. AREDS informan que la ingesta
total de 4acidos grasos poliinsaturados omega-3 de cadena larga se asocio
inversamente con la aparicion de la DMAE neovascular. AREDS informan n. 23
sugirieron que la ingesta dietética de 4cidos grasos poliinsaturados omega-3 de
cadena larga se asocia con un menor riesgo de progresiéon de drusa bilateral”. El
estudio importante "LUTEGA" que incluye la suplementacion o bien una vez
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(dosificacion D1) o dos veces al dia (dosis D2) de 10 mg de luteina / 1 mg de
zeaxantina / 100 mg de DHA + 30 mg de EPA/ antioxidantes, o placebo. Ellos
observaron que la administracion de suplementos de constante parece ser
exitoso”. Dos importantes estudios observacionales prospectivos revelan que el
consumo de pescado y la ingesta de dcidos grasos omega-3 reducen el riesgo de
DMAE: El Blue Mountains Eye Study y el Collaborative Cohort Study Melbourne.
7374 E] objetivo de este estudio longitudinal fue investigar la asociacion entre los

acidos grasos de la dieta de referencia y la incidencia de DMAE en los 10 afios.

3.5.1.1.7. Resveratrol

Nuevos estudios estan evaluando los beneficios de los polifenoles en
DMAE, como el resveratrol presente en el vino tinto o las nueces. El resveratrol
ejerce proteccion contra la citotoxicidad inducida por la acroleina en las células
AEPR-19 humanos”. El comer una porcion de nueces por dia reduce el riesgo de
progresion de la degeneracion macular en un 40%7°. La evidencia epidemiologica
sugiere que el consumo moderado de vino y las dietas ricas antioxidantes pueden

proteger contra la DMAE.

3.5.1.2. La terapia con ldser

Los pacientes con DMAE seca no deben ser tratados con la terapia laser

fuera de los ensayos clinicos.

Varios estudios han investigado la eficacia de la terapia con laser para la
prevencion de la progresion en personas con drusas de alto riesgo. Mientras que
los primeros ensayos aleatorios sugieren que la terapia con laser produce una
pequenia mejoria en la agudeza visual””’, los ensayos posteriores mostraron
mayores tasas de neovascularizacion coroidea’® o ningtin beneficio®.

Una revisidn sistemadtica de nueve ensayos aleatorios encontré que la
fotocoagulacion con laser no disminuy6 el riesgo de revascularizaciéon de la

coroides, la atrofia geografica o la pérdida de la agudeza visual®.
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3.5.2. Tratamiento de la DMAE exudativa

Las terapias eficaces incluyen la inyeccion intravitrea de un inhibidor del
VEGF, la terapia fotodinamica y la suplementacion con zinc y vitaminas

antioxidantes.

La decision acerca de las terapias especificas debe tener en cuenta la
probabilidad de recuperacion visual, que es mejor, con lesiones mas recientes y

pequenas, asi como los riesgos de las diversas terapias.
En general, el enfoque es el siguiente:

- Se sugiere que los pacientes con DMAE humeda en uno o ambos
ojos ser tratados con suplementos orales diarias consistente con la formulacion
AREDS2 (vitamina C 500 mg, vitamina E 400 U], luteina 10 mg, zeaxantina 1 mg,
zinc 80 mg, y cobre 2 mg). Por otra parte, los pacientes que no son fumadores o
ex-fumadores pueden usar la formulaciéon del AREDS estandar, que contiene

beta-caroteno en lugar de luteina o zeaxantina.

- Para los pacientes que tienen lesiones subfoveales agudas, y para
los pacientes con lesiones de la fovea persistentes que no han conservado la
visidn en su segundo ojo, recomendamos ranibizumab intravitreo, bevacizumab o

aflibercept.

- Para los pacientes con grandes lesiones extrafoveales agudas o
lesiones extrafoveales mal definidas, también se recomienda el tratamiento con

ranibizumab intravitreo, bevacizumab o aflibercept.

- Para los pacientes con lesiones exudativas cronicas que han
preservado la vision en un segundo ojo y que no parece que vayan a alcanzar la
vision de lectura en el ojo afectado, se sugiere la terapia fotodindmica, con o sin

ranibizumab intravitreo, bevacizumab o aflibercept.
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Papel del VEGF

Tabla 2. Clasificaciéon y funcion de los tipos de VEGF

Tipos Funcién

Angiogénesis

o 1 Migracion de células endoteliales

o 1 mitosis de células endoteliales

o 1 actividad de la Metano monooxigenasa
VEGF-A o 1 actividad de la integrina av33

o creacion de la luz de los vasos sanguineos

o creacion de las fenestraciones de los vasos

Quimiotdctico para macrofagos y granulocitos

Vasodilatacién (indirectamente, por liberacion de NO)

VEGF-B Angiogénesis embrionaria
VEGEF-C Linfoangiogénesis
VEGEF-D Linfoangiogénesis (bronquiolos)

PIGF Importante para la vasculogénesis. También necesario

durante isquemia, inflamacion, cicatrizacién y cancer

El VEGF-A es una glucoproteina homodimérica que actiia como factor de
crecimiento especifico para células endoteliales. Ademds de su propiedad
angiogénica cabria destacar su capacidad para aumentar la permeabilidad
vascular asi como su efecto proinflamatorio y neuroprotector. Existen multiples
isoformas de VEGF-A: VEGF121, VEGFies, VEGF1s9 y VEGF206, siendo VEGFuss la
mas abundante. E1 VEGF y sus receptores se expresan de forma natural en el ojo
sano pudiendo jugar un papel protector al mantener un adecuado flujo sanguineo
hacia el EPR y los fotorreceptores. Sin embargo, ante la reducciéon del flujo
sanguineo coriocapilar, la acumulacion de subproductos del metabolismo

lipidico, el estrés oxidativo o las alteraciones de la membrana de Bruch se produce
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una sobreexpresién de VEGF1ss que conduce a un estado patoldgico. Este supone
un estimulo desencadenante y de retroalimentacion de la cascada de

neovascularizacion coroidea provocando la DMAE neovascular.

La inyeccion intravitrea de farmacos que inhiben el VEGF puede limitar la
progresion de la DMAE exudativa y estabilizar o revertir la pérdida visual. Un
numero de moléculas anti-VEGF se han desarrollado pudiendo limitar los efectos
destructores en las membranas neovasculares coroidales en pacientes con DMAE.
El retraso en el inicio del tratamiento con VEGF (mas de 21 semanas en
comparacion con menos de 7 semanas) después de los primeros sintomas de la

DMAE humeda se ha asociado con resultados visuales pobres®.
3.5.2.1. Tratamiento intravitreo

3.5.2.1.1. Ranibizumab

Ranibizumab (Lucentis®) es el fragmento de un anticuerpo monoclonal
humanizado recombinante de anti VEGF-A que inhibe todas las formas
bioldgicamente activas del VEGF. La dosis habitual de ranibizumab intravitrea es
de 0,5 mg por inyeccidn intravitrea cada mes. Se deben administrar inyecciones
mensuales hasta alcanzar nuevamente una agudeza visual estable durante tres
controles mensuales consecutivos. El intervalo entre dos dosis no debe ser inferior

a un mes8.

Tras la administracion intravitrea mensual de ranibizumab a pacientes con
DMAE neovascular, las concentraciones séricas de ranibizumab fueron en general
bajas, con niveles maximos (Cmax) por debajo de la concentraciéon de
ranibizumab necesaria para inhibir la actividad bioldgica del VEGF en un 50%. La
Cmax fue proporcional a la dosis. En base al analisis farmacocinético poblacional
y a la desaparicion sérica de ranibizumab en pacientes con DMAE neovascular
tratados con la dosis de 0,5 mg, el promedio de la vida media de eliminacion
vitrea de ranibizumab es de 9 dias aproximadamente. Tras la administracién
intravitrea mensual de 0,5 mg/ojo, se prevé que la Cmax de ranibizumab sérica
alcanzada aproximadamente 1 dia después de la administracidn, varie en general
en un rango de entre 0,79 y 2,90 ng/ml, y que la Cmin varie en general en un

rango de entre 0,07 y 0,49 ng/ml. Se prevé que las concentraciones séricas de
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ranibizumab sean aproximadamente 90.000 veces inferiores a las concentraciones

vitreas de ranibizumab#8.

Varios ensayos aleatorios de pacientes con DMAE huiimeda han mostrado
beneficio®%:

- El ensayo MARINA asigné al azar 716 pacientes con DMAE
himeda a 24 inyecciones mensuales con ranibizumab 0,3 mg, ranibizumab 0,5 mg
o inyeccion simulada®. Después de un ano, los pacientes tratados con 0,3 mg 0 0,5
mg de ranibizumab perdieron menos agudeza visual basal. También hubo una
mejora significativa en la funcion visual en los pacientes tratados con
ranibizumab, en comparacion con placebo®. Los beneficios se mantuvieron a los
dos afios y se confirmaron con los resultados de disminucion de fugas mediante la
angiografia con fluoresceina y la disminucion de la fibrosis mediante Ia

tomografia de coherencia dptica®.

- El estudio ANCHOR asignd al azar 423 pacientes con DMAE
himeda para intravitrea de ranibizumab (0,3 mg o 0,5 mg) o la terapia
fotodindmica con verteporfina®. Después de un afo, los pacientes tratados con 0,3
o 0,5 mg de ranibizumab perdieron menos agudeza. Los resultados fueron

similares a los dos afios de seguimiento®®.

3.5.2.1.2. Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®) es un anticuerpo monoclonal completo con dos
sitios de union para el VEGF y capaz de inhibir todas sus formas activas (igual
que Ranibizumab)?!. Bevacizumab esta aprobado como una infusion intravenosa
para el tratamiento sistémico del cancer colorrectal. Sin embargo, el tratamiento
con bevacizumab intravitreo para DMAE es mucho menos costoso que el
tratamiento con ranibizumab intravitreo®. Tras la tramitacidon y autorizaciéon del
uso compasivo, se inicid el tratamiento con bevacizumab intravitreo 1,25 mg con
periodicidad mensual.

Al tratarse de una terapia fuera de las condiciones autorizadas (off-label),

no hay los datos farmacocinéticos sobre bevacizumab intreavitreo.

Los resultados de los ensayos aleatorios que comparan bevacizumab y
ranibizumab no encontraron diferencias en la agudeza visual para el tratamiento

de la DMAE humeda®®4. Hubo efectos adversos mas graves con bevacizumab que
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ranibizumab (39,3 frente a 31,7% respectivamente), aunque los eventos de

mortalidad y aterotromboticos fueron los mismos.

3.5.2.1.3. Pegaptanib

Pegaptanib (Macugen®) fue el primer inhibidor de VEGF aprobado por
EE.UU. La administracion de Pegaptanib es 0,3 mg una vez cada seis semanas.
Actualmente, Pegaptanib es menos eficaz que ranibizumab o bevacizumab y de
uso poco frecuente ya que otros anti-VEGF intravitrea proporciona mayor

beneficio con menor toxicidad.

En animales, pegaptanib se absorbe lentamente hacia la circulacion
sistémica desde el ojo después de una administracion intravitrea. En los humanos,
la media + la desviacion estandar de la semivida plasmatica aparente de
pegaptanib después de una dosis mono-ocular de 3 mg (10 veces la dosis
recomendada) es de 10 + 4 dias. Tras un periodo de 1 a 4 dias después de una
dosis mono-ocular de 3 mg en seres humanos, la concentracién plasmatica
maxima media es de unos 80 ng/ml. Pegaptanib no se acumula en el plasma
cuando se administra de forma intravitrea cada 6 semanas. A dosis inferiores a 0,5
mg/o0jo, las concentraciones plasmaticas de pegaptanib probablemente no superan
10 ng/ml. No se ha valorado la biodisponibilidad absoluta de pegaptanib después
de la administracidn intravitrea en seres humanos, siendo de aproximadamente
70-100% en animales. En los animales que recibieron dosis de pegaptanib de hasta
0,5 mg/ojo en ambos ojos, las concentraciones plasmaticas fueron 0,03% a 0,15%
de las alcanzadas en el humor vitreo. En ratones, ratas, conejos, perros y monos,
pegaptanib se distribuye principalmente en el plasma y no llega a los tejidos
periféricos en cantidades apreciables. Pegaptanib se metaboliza por endo- y
exonucleasas. En conejos, pegaptanib es eliminado tanto en su forma inalterada

como sus metabolitos, principalmente en la orina®.

3.5.2.1.4. Aflibercept

Es una proteina de fusién recombinante que compite por la unién de
VEGF y por lo tanto, tiene un efecto similar a los inhibidores de VEGEF. Es el
farmaco mas reciente aprobado por la FDA para el tratamiento de pacientes con

DMAE huimeda pero en Espafia su indicacion principal es el cancer colorrectal
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metastasico resistente o que ha progresado después de un régimen con

oxaliplatino.

La pauta posoldgica para aflibercept es administrar tres dosis (2 mg) a
intervalos de cuatro semanas, seguido de 2 mg cada ocho semanas. Tras su
administracion intravitrea, aflibercept se absorbe lentamente desde el ojo a la
circulacion sistémica en la que generalmente se observa formando un complejo
estable e inactivo con el VEGF; sin embargo, solamente “aflibercept libre” es
capaz de unirse al VEGF enddgeno. En un sub-estudio farmacocinético realizado
en 6 pacientes con DMAE exudativa con toma de muestras frecuente, las Cmax
sistémica de aflibercept libre fueron bajas, con una media de aproximadamente
0,02 microgramos/ml (intervalo de 0 a 0,054) en el plazo de 1 a 3 dias tras la
inyeccion intravitrea de 2 mg, y fueron indetectables dos semanas después de la
administracion en casi todos los pacientes. Aflibercept no se acumula en el plasma

cuando se administra por via intravitrea cada 4 semanas®.

La Cmax plasmatica media de aflibercept libre es aproximadamente de 50
a 500 veces menor que la concentracion de aflibercept necesaria para inhibir la
actividad bioldgica del VEGEF sistémico en un 50% en los modelos animales. Por lo
tanto, son improbables los efectos farmacodindmicos sistémicos, como por
ejemplo cambios en la presion arterial pero se debe monitorizar al paciente. Como
ocurre con otras proteinas de gran tamario, es de esperar que tanto el aflibercept

libre como el fijado se eliminen mediante catabolismo proteolitico®.

En dos ensayos aleatorios de 2.419 pacientes adultos con DMAE htimeda,
aflibercept intravitrea (0,5 mg mensuales, 2,0 mg mensual, o 2,0 mg cada dos
meses) fue igualmente eficaz en la mejora de la agudeza visual en uno o dos afos
en comparacion con ranibizumab intravitreo mensuales”®. En un estudio
prospectivo de 49 pacientes con DMAE resistentes al ranibizumab, aflibercept
mas de 24 semanas mejord la agudeza visual aunque si la mejoria se mantiene
durante un periodo mas largo es desconocida®. Aflibercept es menos costoso que
ranibizumab y puede permitir una dosificacion menos frecuente (cada dos
meses). Sin embargo, Aflibercept no se ha comparado directamente con

bevacizumab, que es menos costoso.
Efectos adversos de los inhibidores de VEGF

A corto plazo los efectos adversos (oculares y no oculares) parecen
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similares. Los datos sobre los efectos adversos a largo plazo de los inhibidores de
VEGF se desconocen.

- Oculares: endoftalmitis (1,0 a 1,3%) y uveitis grave (1,3%)%°01%, E]
aumento de la presion intraocular en los ensayos aleatorios fue temporal y la
normalizacion de dicha presion se produce una hora después de la inyeccion'.
Sin embargo, dos estudios de cohorte retrospectivos mostraron una asociacion
entre las inyecciones intravitreas anti-VEGF y un mayor riesgo de presion
intraocular sostenida'®. Otros efectos adversos oculares fueron: dolor, queratitis,
cataratas, opacidades vitreas, inflamacién de la cdmara anterior, alteraciones de la

visidn, edema corneal, y secrecion ocular'®.

- Otros: los efectos cardiovasculares no estan claros!®+'%. Hay pocos
estudios que analizan los efectos adversos de los farmacos anti-VEGF. En un
ensayo aleatorizado con 1.208 pacientes, en el que se compararon los efectos
adversos de bevacizumab y ranibizumab, la tasa de efectos adversos graves fue
significativamente mayor en pacientes tratados con bevacizumab que con
ranibizumab (24% versus 19% respectivamente), principalmente infecciones
(neumonia y las infecciones del tracto urinario) y los trastornos gastrointestinales
(sangrados, nduseas y vomitos)'®. Destacar que se necesitan mas estudios para
determinar si hay un aumento del riesgo de accidente cerebrovascular o
cardiovascular, pero los médicos deben ser conscientes de esta posible relacion
cuando se utilizan inhibidores de VEGF en pacientes con mayor riesgo de

accidente cerebrovascular!®’.

3.5.2.2. La fotocoagulacion con ldser térmico

La fotocoagulacion con laser térmico utiliza una intensidad relativamente
alta para coagular la membrana coroidea anormal. Un efecto adverso de este
tratamiento es un dafo focal en la retina con la formaciéon de un punto ciego
permanente. Si se utiliza este tratamiento deberia limitarse a lesiones muy

pequenas fuera de la macula central. Rara vez se recomienda.!®

3.5.2.3. La terapia fotodindmica

Implica la inyeccion intravenosa del colorante fotosensibilizante

(verteporfina) justo antes del tratamiento con un laser de foto-activacion aplicado
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a través del ojo con una lente de contacto especifica. Los radicales libres que
dafian el endotelio vascular retienen el colorante activado mas que los vasos
normales. Sin embargo, esta terapia a menudo hay que repetirla!®. Por ejemplo, el
33% de un total de 108 ojos estudiados mostraron neovascularizacion coroidea

recurrente a los 18 meses de la terapia fotodindmica''.

La utilizacion de la terapia fotodindmica ha disminuido con el aumento
del uso de la terapia anti-VEGEF.

3.5.2.4. Inhibidores de VEGF con la terapia adyuvante

Las dos técnicas que causan oclusion vascular al tejido diana han sido
investigadas como tratamiento adyuvante para ser utilizado en combinacién con

farmacos anti-VEGEF. Estas técnicas son:

- La termoterapia transpupilar (TTT): aplicacion de determinadas

ondas a través de la pupila al tejido diana.
- La terapia fotodindmica se ha descrito anteriormente.

Ensayos aleatorios en el cual administran TTT sola o TIT con
Ranibizumab demostraron ser mas efectivas la terapia combinada con otros anti-
VEGF". La terapia fotodindmica obtuvo los mismos resultados, es decir, mas
efectiva la combinada con ranibizumab!'? pero con bevacizumab ha sido eficaz en

una serie de casos y se esta investigando en ensayos aleatorios!!*115,

3.5.2.5. Cirugia

- Cirugia ~ Submacular: consiste en la eliminacion de la
neovascularizacion subretiniana anormal y de hemorragias submaculares. Los

ensayos clinicos han sido muy decepcionantes!¢-118,

- Cirugia de translocacion macular: es experimental y consiste en mover
la mdcula a una zona menos afectada de la retina en pacientes con

neovascularizacion coroidea subfoveall?®.

La terapia farmacoldgica eficaz ha limitado el uso de la modalidad

quirurgica en pacientes con grandes hemorragias submaculares.

3.5.2.6. Radioterapia
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Un meta-analisis de ensayos aleatorizados y controlados concluyé que no
se producian suficientes evidencias de benecifios'®. La seguridad a largo plazo de

la terapia de radiacidn es desconocida.

3.5.2.7. Suplementos antioxidantes

Ver el apartado de tratamiento de la DMAE seca (3.5.1.1).

3.6. HIPERHOMOSCISTEINEMIA

3.6.1. Concepto y metabolismo de la homocisteina

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido no constituyente de la dieta y es
exclusivamente un producto intermediario del metabolismo de la metionina. La
Hcy es producida por el organismo humano a partir de la desmetilacion de la
metionina y su regulacion ocurre por las vias metabolicas de remetilacion y
transulfuraciéon. Es un aminodcido con un grupo sulfhidrilo susceptible con
diversos metabolitos con grupos tiol y con otras moléculas de Hcy. La union de

dos moléculas de Hcy mediante un enlace disulfuro da lugar a homocistina.

Pueden sintetizarse disulfuros mixtos de Hcy con cisteina libre o con
residuos de cisteina de péptidos y proteinas, esta variante se denomina Hcy
ligada a proteinas. Otro derivado es la tiolactona de Hcy, que se obtiene al perder
la Hey una molécula de agua.

La Hcy se puede encontrar en plasma en las siguientes formas y

distribuciones:
-1% en su forma reducida.
-70% unida a albimina.
-29% formando compuestos disulfuro de peso molecular bajo.
La suma de todas estas especies de Hcy es denominada Hcy total.

La Hcy no ligada a las proteinas se filtra en los glomérulos renales y se
reabsorbe en su mayor parte en los tabulos renales. En condiciones normales se
encuentran muy pequefias cantidades en la orina, pero los pequefios descensos en

el aclaramiento pueden alterar los niveles de Hcy total plasmatica.
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Cuando los niveles de metionina son normales, el 50% de la Hcy entra en
la ruta metabdlica de la transulfuracion, que es regulada por la cistationina B-
sintetasa (CBS), y utiliza como catalizador a una enzima dependiente del
piridoxal-5-fosfato (un metabolito activo de la vitamina Bs). En dicha ruta, la Hcy
se condensa con serina para formar cistationina y a-cetobutirato, por la accion de
la enzima gamma-cistationasa. La cistationina es hidrolizada a cisteina por una
cistationasa que requiere también vitamina Bs. Cuando los niveles de metionina
estan elevados, la Hcy es utilizada para la sintesis de la cisteina de manera
irreversible. Eventualmente, la cisteina puede convertirse a glutation, taurina y

otros metabolitos sulfurados.

Si los niveles de metionina son bajos, la Hcy es utilizada para mantener los
niveles de metionina a través de varias vias de remetilacion. En los tejidos
extrahepaticos, la Hcy es remetilada por accion catalitica de la enzima metionina
sintetasa (MS), que es dependiente de la vitamina Bi y utiliza al
metiltetrahidrofolato como donador de grupos metilo; también la betaina-
homocisteina metiltransferasa, que utiliza la betaina como donante de grupos
metilo, puede catalizar esta reaccion en el higado, rinédn y glandulas

suprarrenales.

A su vez, la sintesis de metiltetrahidrofolato es catalizada por la enzima
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) dependiente de la vitamina B:. De tal
forma que la deficiencia de estas vitaminas ocasionaria una elevacién de Hcy en el

plasma (Figura 2).
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Figura 2. Via de la metionina y metabolismo de la Hcy, con representacion de
rutas completas, transferencia y eliminacién. SAM, S-adenosilmetionina; MS, metionina
sintetas; SAH, S-adenosilhomocisteina; THF, tetrahidrofolato; MTHEFR,
metilentetrahidrofolato  reductasa; CBS,cistationina-B-sintetasa; BHMT, betaina-

homocisteina metiltransferasa; MAT, metionina adenosiltrasferasa )

Vitaminas implicadas en el metabolismo de Hcy

La vitamina Bs interviene en la interconversion de la serina-glicina y como
cofactor de la cistationina beta sintasa, la enzima que irreversiblemente convierte
la Hcy a cistationina.

Serina + tetrahidrofolato & (fosfato piridoxal) - Glicina + 5-
metiltetrahidrofolato.

La vitamina B es cofactor de la metionina sintasa, la cual participa en la

metilacion de la Hcy para formar metionina. El folato en la forma de 5-
metiltetrahidrofolato dona el grupo metil en esta reaccion.
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El flavin adenin dinucleotido (FAD), la forma coenzimatica de la
riboflavina (B2), acttia como un grupo prostético de la MTHEFR que interviene en

resintetizar el 5-metiltetrahidrofolato.

3.6.2. Mecanismos fisiopatologicos

Varios sistemas experimentales han producido numerosos mecanismos

posibles para dar cuenta de los efectos vasculares de la Hcy'?'1%.

- La Hcy tiene actividad mitogénica en las células musculares

lisas vasculares pudiendo causar un engrosamiento de la pared arterial.

- Se puede inducir la liberacion intracelular de calcio en estas
células, aumentando de este modo su proliferacion y la masa de la matriz

extracelular, promoviendo asi la isquemia con la consiguiente neovascularizacion

- La Hcy causa dafno oxidativo a las células endoteliales y
aumenta la peroxidacion de las LDL promoviendo el proceso de formacion de placa

de ateroma.

- El aumento de la Hcy podria aumentar los eventos
tromboticos, ya que inhibe la expresion de la trombomodulina secretada por las
células endoteliales para evitar la activacion de la proteina C. Ademas, la Hcy

aumenta la actividad de los factores V, VII y la adhesion de las plaquetas al endotelio.

- El aumento de la resistencia de los vasos coroideos y la
disminucion de la perfusion coroidea causan una atrofia del EPR y estimulan la
liberacion del factor de crecimiento endotelial vascular para la

neovascularizacion.

- Otro de los cambios celulares que induce Ia
hiperhomocisteinemia (hHcy) ocurre en el RE, con la modificacién de algunas
proteinas originada por la participacion de la Hcy en reacciones bisulfuro. Tal
modificacién conduce al desdoblamiento de proteinas secretoras y de membrana,

tales como la trombomodulina y el factor de Von Willebrand.

- Sus consecuencias celulares alteran el metabolismo de los
lipidos y producen la activacion de vias inflamatorias y via de sefializacion de la
insulina. Ademas, el estrés del RE severo o prolongado conduce a la apoptosis
celular.
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- Los altos niveles de Hcy en la lesion endotelial vascular son
debidos a la liberacién de radicales libres, la inhibicion de la enzima GPx, la
interferencia con los factores de coagulacion y la peroxidacion lipidica, factores

que modifican la pared del vaso (Figura 3).

Homaocisteina Qg" R
'ﬁ%«, —

Figura 3: Patogénesis de la hiperhomocisteinemia. La figura esquematiza una
parte de los mecanismos por los cuales se piensa que la homocisteina libre en altas

concentraciones causa dafio endotelial. (Disefiada por Sharma y cols. 2006).

3.6.3. Hiperhomocisteinemia y homocistinuria

La hiperhomocisteinemia (hHcy) se refiere a la leve o moderada elevacion
de Hcy en plasma, mientras que homocistinuria se refiere a severa elevacion del
nivel de Hcy en plasma provocando que el aminodcido esté presente en grandes

cantidades en la orina.

El Centro del Control de Enfermedades y Prevenciéon de Salud Nacional y
Nutricién de los Estados Unidos publico los rangos de referencia para Hcy total

plasmatica que oscilan entre 5 y 12 umol/L dependiendo del sexo y edad.

La hHcy se sitiia entre valores plasmaticos de Hcy total en adultos

superiores a 15 umol/l. Se puede clasificar en los siguientes rangos:
- Moderada (15 a 30 umol/L).
- Alta (30 a 100 pumol/L).
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- Severa (mas de 100 pmol/L).

Sin embargo, estos rangos aun estan en discusion ya que existen marcadas
diferencias en los rangos referenciales encontrados en la literatura. Es probable
que las diferencias obedezcan a la diversidad de metodologias utilizadas
(cromatograficas o inmunoenzimaticas), diferencias en el manejo de la muestra
(por ejemplo tiempo de almacenamiento después de la extraccion) y
principalmente, a la diversidad de factores nutricionales y étnicos de las

poblaciones estudiadas.

Se ha probado que por cada 5 umol/L de aumento en los niveles de Hcy se
eleva un 20% el riesgo de enfermedad cardiovascular. Se ha estimado que hasta
un 10% de las enfermedades coronarias pueden deberse a hHcy. Finalmente, el
Proyecto de Accién Concertada Europea mostré que la hHcy es un factor de
riesgo independiente para la enfermedad vascular, similar al tabaquismo o la

hiperlipidemia’?1?7,

3.6.3.1. Factores desencadenantes de la hiperhomocisteinemia

La hHcy puede ser causada por:
- Los determinantes del estilo de vida.

- Condiciones clinicas: diabetes mellitus, insuficiencia renal

crénica, hipotiroidismo, psoriasis, enfermedades como la leucemia linfoblastica.

- La asociacién entre el trasplante de organos y los niveles
elevados de Hcy en plasma probablemente estd relacionado con la utilizacion de

agentes inmunosupresores y alteraciones en la funcién renal.

- El consumo de tabaco, alcohol y cafeina produce un
aumento de los niveles de Hcy en plasma por la disminucion de las reservas de
acido folico y vitamina Be.

- Farmacos: el metotrexato y medicamentos anticonvulsivantes
como la carbamazepina y la fenitoina alteran el metabolismo del folato. El éxido
nitroso interfiere con la enzima metionina sintasa. La ciclosporina A reduce la

funcion renal. Estos procesos aumentan los niveles plasmaticos de Hcy.

- Factores genéticos determinantes: el metabolismo de la Hcy

anormal puede ser ocasionado por defectos hereditarios en las enzimas como
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CBS, MTHFR y MS. El folato dietético es convertido por la MTHFR en 5-

metiltetrahidrofolato, que se requiere para la remetilacion de la Hcy a metionina.

La homocigosis para la variante termolabil de la enzima MTHEFR (genotipo
TT) es una causa relativamente frecuente de los niveles elevados de Hcy
plasmatica en la poblacion general, que se producen a menudo en asociacion con

los niveles bajos de folato en suero.

- Deficiencia de vitaminas: El aumento de los niveles de Hcy
en sangre puede reflejar la deficiencia de 4cido fdlico, vitamina Bs y / o vitamina
Bu.

3.6.3.2. Factores desencadenantes de la homocistinuria

La homocistinuria puede ser causada por:
- Defectos genéticos en el metabolismo de la Hcy.

La deficiencia homocigodtica del gen de la CBS produce homocistinuria

que puede dar lugar a unos niveles de Hcy en plasma mayores de 100 umol / L.

Mutaciones puntuales en el gen de la MTHFR pueden originar una
reduccion en su actividad. La mutacion 677C-T, conduce a una sustitucion de
alanina por valina que produce la forma termoldbil menos activa (o genotipo TT)
de la enzima MTHFR!2812,

La relacion entre la MTHFR termolabil y elevada Hcy plasmatica no esta
clara pudiendo estar relacionada con los niveles de folato en el suero. La
deficiencia de folato puede conducir a la expresion del genotipo TT, o pacientes
con este genotipo puede necesitar mayores niveles de folato sérico para mantener

la funcidon normal de la enzima.

Las mutaciones de un gen que codifica la sintesis de metilcobalamina
desencadenan una hipofuncién de la enzima que conduce a un aumento de Hcy

en plasma e hipometioninemia!®.

El nivel de Hcy en pacientes con homocistinuria hereditaria debido al
polimorfismo MTHEFR es significativamente elevado, y estos pacientes tienen una
mayor incidencia de trombosis y de enfermedades cardiovasculares! 13,

dislocacién del cristalino, glaucoma y cataratas!-1%.
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3.6.4. Hiperhomocisteinemia y DMAE

Seddon y cols.'” midieron los niveles de Hcy en 934 pacientes, de ellos 547
presentaban DMAE. Los valores medios de Hcy fueron superiores en pacientes
con DMAE avanzada cuando se compararon con los valores medios observados
en pacientes sin DMAE. Observaron que los valores superiores a 12 umol / 1 se

asociaron con un aumento del riesgo de DMAE.

Ruth Axer-Siegel y cols.!® analizaron la asociacion entre la hHcy y la
DMAE. En un total de 58 pacientes (24 hombres y 34 mujeres) con una edad
media de 76.3 afios, observaron una asociacion significativa entre niveles
plasmaticos elevados de Hcy y la DMAE exudativa, sin embargo no se observa

una asociacion con la DMAE atrofica.

La Hcy se puede convertir en tiolactona-homocisteina en todas las células,
lo que conduce a un dano nocivo a proteinas por homocisteinilacion que puede
estar involucrada en la patologia de las enfermedades vasculares®. PON1
muestra actividad tiolactonasa contribuyendo a la desintoxicacion de este
metabolito de la Hcy. En ratones, se ha encontrado que el ARNm de PONT1 es
regulado negativamente (con una actividad PONI1 inferior) en presencia de una
moderada o severa hHcy, que es causada por una dieta hiperhomocisteinémica o

por una deficiencia genética de la enzima CBS',

Orhan y cols.* observaron que pacientes con DMAE exudativa tenian unas
concentraciones de Hcy significativamente mayores. Los niveles altos de Hcy se
correlacionaron con mayores niveles de MDA en suero y una menor actividad de
PONT1. Segun sus resultados, se puede afirmar que la Hcy regula negativamente
la expresion del gen activo PON1 en la DMAE, lo que contribuye a reducir la
actividad de la PON1 aumentando el estrés oxidativo. Otros autores como Baskol
y cols.”¥! y Javadzadeh y cols.¥’, observaron una actividad PON1 mas baja en
pacientes con DMAE y una correlaciéon negativa con los niveles de MDA.
Ademas, relacionaron el incremento de las LDL-ox y el cociente LDL-ox/HDL
con altos niveles de Hcy debido a la baja actividad de la PONT.

Javadzadeh y cols.®2, en un estudio realizado con 45 pacientes con DMAE

neovascular observaron mayores niveles de Hcy y LDL-ox cuando se compararon
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con un grupo control. Ademads, estos pacientes presentaban niveles bajos de

antioxidantes como GSH.

Se puede concluir que niveles bajos de antioxidantes y elevados de agentes
oxidantes como la Hcy proporcionan un ambiente oxidativo asociado a la
oxidacion de las LDL. Ademas el aumento de la peroxidacion lipidica y el estrés
oxidativo observado en pacientes con DMAE pueden estar asociados con una
disminucion de PON1.

3.6.5. Hiperhomocisteinemia asociada al déficit de vitaminas

Los factores dietéticos desempenian un papel importante en el control de
los niveles de Hcy. La contribucion genética a la variacion en la hHcy se estimd en
aproximadamente un 9%, en comparacion con aproximadamente el 35% que

podria atribuirse a los niveles bajos de folato y vitamina Bi2 143145,

El tratamiento con &cido folico, vitamina Be y vitamina B2 ha demostrado
reducir los niveles de Hcy en los estudios de intervencidn, disminuyendo el riesgo
de DMAE5146, Diversos autores'#” !4 indican que hay una asociacion directa entre
la concentracién de Hcy plasmatica y el riesgo de DMAE, lo que sugiere que la
Hcy puede ser un factor de riesgo modificable para la DMAE.

Rochtchina y cols.'” observaron que niveles de Hcy superiores a 15 umol/l
se asocian con una mayor probabilidad de DMAE en individuos de edades
inferiores a 75 afios. Los participantes con niveles de Hcy menores o iguales a 15
umoles/l y niveles séricos bajos de vitamina Bz, tenian cuatro veces mayor
probabilidad de sufrir DMAE. Esta asociacion no se observd en paciente con

niveles disminuidos de folato.

Kamburoglu y cols.'* observaron en 60 pacientes con DMAE (30 pacientes
con DMAE atroéfica y 30 pacientes con DMAE exudativa) que presentaban niveles
elevados de Hcy plasmatica (mayores en los pacientes con DMAE exudativa). Los
niveles de vitamina B2 fueron significativamente inferiores en los pacientes con
DMAE exudativa cuando se comparan con los niveles observados en pacientes
con DMAE atroéfica y en un grupo control.

William y cols.’® evaluaron el riesgo de DMAE en mujeres con riesgo

elevado de enfermedad vascular, que consumian diariamente un suplemento de
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acido fdlico, piridoxina y cianocobalamina durante un promedio de 7,3 afios de
seguimiento. Se realizaron dos grupos uno tratado con placebo (control) y otro
con acido fdlico (2.5mg/d), vitamina Bs (50 mg/d) y vitamina Biz (Img/d). Un
efecto beneficioso del tratamiento combinado sobre el total de pacientes con
DMAE se inici6 aproximadamente tras dos afios de tratamiento y persistio
durante todo el ensayo. En el grupo suplementado se observd una disminucion
del riesgo de DMAE en el 35-40% de los pacientes

Gopinath y cols.’”' analizaron los niveles plasmaticos de acido fodlico,
vitamina Bi2 y Hcy en individuos de edad > 55 afios y observaron que el déficit de
vitamina B2 y de folato se asocié con un mayor riesgo de incidencia de DMAE.
Ademas indican que la suplementacion con vitamina Bi2 puede reducir un 47% el
riesgo y sugieren como medida preventiva la suplementacion de vitaminas del

grupo By folatos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. MUESTRA POBLACIONAL

La muestra poblacional estd constituida por 163 individuos con DMAE
exudativa de ambos sexos (80 hombres y 83 mujeres) con una edad comprendida
entre los 55 y los 82 afios (el valor medio de la edad es 71+7.29 afios). El grupo
control esta formado por 170 voluntarios sanos de ambos sexos (88 hombres y 82
mujeres) con una edad comprendida entre los 55 y los 78 afios (el valor medio de
edad es 71£6.68 anos).

Se seleccionaron los pacientes con DMAE exudativa en el Servicio de
Oftalmologia del Hospital Universitario Morales Meseguer de Murcia y tenian
por lo menos dos afios de monitorizacion de la enfermedad por parte del servicio

de oftalmologia.

A los pacientes con DMAE exudativa se les realiz un examen ocular que

consistio en las siguientes pruebas. (Tabla 3)

Tabla 3. Pruebas diagndsticas realizadas a los pacientes con DMAE exudativa.

Test agudeza visual ETDRS
Biomicroscopia del segmento anterior
Presion intraocular
Retinografia
Angiografia
OCT

OCT: Optical Coherence Tomography

Los participantes en el estudio fueron informados de manera individual y

todos firmaron el documento de consentimiento y conformidad (Anexo 1). El
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estudio cumple con las normas deontoldgicas reconocidas por la declaracion de
Helsinki (revision de Hong-Kong, Septiembre de 1989), las recomendaciones de la
buena practica clinica de la CEE (documento 111/3976/88 de julio de 1990) y la
normativa legal vigente espanola que regula la investigacion clinica en humanos
(R.D. 561/1993, sobre Ensayos Clinicos) (Anexo 2).

Tabla 4. Descripcién de la muestra poblacional.

Grupo control Pacientes ?on Total
DMAE exudativa
Uds. % Uds. % Uds. %
N 170 163 333
Hombres 88 49.08 88 51.76 68 50.45
Mujeres 82 5092 82 48.24 65 49.55
N=numero; Uds=unidades
Los criterios de exclusién fueron:
a) Diabetes mellitus.
b) Hipertension.
C) Enfermedad cardiovascular.
d) Habitos toxicos: fumador, consumo de alcohol y/o drogas.
e) Consumir suplementos multivitaminicos o antioxidantes
f) Padecer una enfermedad renal, hepdtica o sistémica grave
g) Presentar habitos dietéticos que no siguen patrones

estandar(p.e: dietas alimentarias sin frutas ni verduras, sin legumbres ni

hortalizas, dietas vegetarianas, veganas, macrobidticas, proteinadas, etc.)

Se selecciond un subgrupo de 73 pacientes de la muestra de pacientes con
DMAE exudativa que iban a ser tratados con terapia anti-VEGF. Fueron 40
mujeres y 33 hombres con un valor medio de edad de 71 afios (55-82 afios). A
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estos pacientes se les realizara un analisis del riesgo cardiovascular y de estrés
oxidativo antes y después de la terapia anti-VEGF.

Por altimo, para el analisis del éstres oxidativo y la homocisteina in vitreo

y plasmatica se seleccionaron dos grupos controles:

- Grupo control del estrés oxidativo y homocisteina plasmadtica: 80
pacientes del grupo control anterior, es decir poblacion sana. Fueron 40 hombres
y 40 mujeres con una edad comprendida entre los 66 y los 80 afios (el valor medio

de la edad es 75+2 anos). Se seleccionaron aleatoriamente.

- Grupo control de la homocisteina in vitreo: 40 pacientes con membrana
epirretiniana idiopatica (20 hombres y 20 mujeres) con una edad comprendida
entre los 57 y los 80 afios (el valor medio de la edad es 76+4 afios) (Figura 4).

RIESGO CV

73 STRESS OXIDATIVO
DMAE+antivegf HCY

163 DMAE [y

(VITREO/PLASMA)

RIESGO CV

170 Individuos 80 individuos sanos para
— Hey plasma y stress
SRR oxidativo

HCY INVITREO /

Figura 4. Esquema de la muestra poblacional de los estudios planteados. El color
AZUL indica los pacientes con DMAE vy el color LILA los grupos controles (lila fuerte:
individuos sanos y lila claro: pacientes con membrana epirretiniana idiopatica). El color
rojo indica el estudio de riesgo cardiovascular entre los pacientes con DMAE e individuos
sanos. El color naranja nos indica el estudio de riesgo cardiovascular, stress oxidativo y

homocisteina plasmatica e invitreo realizado a los pacientes con DMAE exudativa que
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recibieron terapia anti-VEGF y grupos controles.

4.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se han realizado los siguientes analisis:

1.- Andlisis de determinados factores de riesgo
cardiovascular en pacientes con DMAE exudativa, comparado

con un grupo control.

2.- Anadlisis de determinados marcadores de estrés
oxidativo en pacientes con DMAE exudativa, comparado con un

grupo control.

3.- Estudio del efecto de la terapia anti-VEGF con
Ranibizumab y Pegaptanib, sobre determinados factores de
riesgo cardiovascular y de estrés oxidativo en pacientes con
DMAE exudativa.

4. Andlisis de la homocisteina plasmatica y en vitreo en
pacientes con DMAE exudativa, comparados con una grupo

control.

4.2.1. Analisis de determinados factores de riesgo cardiovascular en pacientes
con DMAE exudativa comparado con un grupo control

Se seleccionaron 163 pacientes diagnosticados de DMAE exudativa del
Servicio de Oftalmologia del Hospital Universitario Morales Meseguer (Murcia).
El periodo de seleccion estuvo comprendido entre enero 2011 a mayo 2013. A los
pacientes seleccionados se les realizd la extraccion de sangre en el Laboratorio del

Hospital Morales Meseguer.

El grupo control de 170 individuos sanos se ha seleccionado de
voluntarios del Centro de Salud Murcia (San Andrés), durante el mismo periodo

de tiempo anterior. La extraccion de sangre se realizd en el centro de salud.

Ambas extracciones sanguineas se realizaron de la vena antecubital. La
sangre fue centrifugada a 3500 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente

para obtener suero o plasma y los viales fueron almacenados a -80°C hasta su
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posterior analisis. Las muestras fueron procesadas segun los biomarcadores

analizados en los siguientes hospitales:

1. Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca:

homocisteina plasmatica.

2. Hospital General Universitario Morales Meseguer:
colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL, apolipoproteina A,

fibrindgeno, proteina C reactiva.

3. Laboratorios UCAM: biomarcadores de stress
oxidativo (actividad total antioxidante, glutation oxidado,
glutation reducido, glutation reductasa, glutation peroxidasa,

superoxido dismutasa)
4, Clinica Quirdn: homocisteina invitreo.

Los andlisis se han realizado en plasma, suero y eritrocitos segin el

parametro analizado.

Para obtener el lisado de eritrocitos, inicialmente se centrifugd un
volumen de 500 mL de sangre heparinizada a 3000 rpm durante 10 min para
separar el plasma. El sobrenadante se retird y los eritrocitos se lavaron tres veces
con 4.5 mL de solucién salina fria (9,0 g/L de NaCl). Ya lavados los eritrocitos se
tomaron 100 mL y se agregd 4 volimenes de agua desionizada fria para producir
hemolisis, colocandolo posteriormente en un vial de 2.0 mL. Después de
hemolizar, se centrifugd a 12 000 rpm durante 10 min para separar las membranas
y organelos, posteriormente se separ6 el sobrenadante y el precipitado se
desechd. Al sobrenadante se le adicionaron 0.25 mL de cloroformo y 0.5mL de
etanol, centrifugando a 3000 rpm durante 10 min, para desnaturalizar la

hemoglobina.

Para finalizar se obtiene el sobrenadante (lisados) en alicuotas de 500 uL,

para su posterior analisis.
La Tabla 5 muestra los marcadores analizados a los pacientes con DMAE

exudativa y a los individuos del grupo control, cuya metodologia sera descrita en
cada capitulo correspondiente.
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Tabla 5. Marcadores analizados en el grupo de pacientes con DMAE exudativa y en el

grupo control.

Marcadores de riesgo cardiovascular Biomarcadores de inflamacion
Colesterol total PCR
HDL Fibrin6geno
LDL
Triglicéridos
Hcy

Hcy: homocisteina; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja
densidad; PCR: proteina C reactiva.

4.2.2. Estudio de la influencia de la terapia anti-VEGF (Ranibizumab y
Pegaptanib) sobre determinados marcadores de riesgo cardiovascular y de
estrés oxidativo en pacientes con DMAE exudativa

Se seleccionaron 73 pacientes con DMAE exudativa que nunca habian
recibido tratamiento previo con anti-VEGF, para analizar el efecto de los farmacos

antiangiogénicos sobre el posible riesgo cardiovascular y el estrés oxidativo.

Los pacientes con DMAE exudativa se dividieron aleatoriamente en dos
grupos:

-37 pacientes recibieron 0,3 mg de Pegaptanib (Macugen ®).

-36 pacientes recibieron 0,5 mg de Ranibizumab (Lucentis ®).

El ranibizumab se administr6 cada 4 semanas y cada 6 semanas en el caso
de pegaptanib de sodio. El seguimiento fue de 6 meses. El tratamiento se llevo a
cabo de conformidad con las Directrices de practica clinica de la SERV (Sociedad
Espanola de Retina y Vitreo).

La terapia anti-VEGF se administré en quiréfano y un protocolo estéril
para inyeccidn intravitrea incluye: el uso de la solucién al 5% de povidona
yodada, la anestesia topica, la aplicacién parpado espéculo y la inyeccion
intravitrea de ranibizumab (0,5 mg) o pegaptanib (0.3 mg). Se midié una distancia

normal desde el limbo y hacia pars-plana, de 3,5 mm en ojos pseudofaquicos y de 4
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mm en ojos faquicos. Después del postoperatorio, se emple6 un antibiotico topico

de tobramicina para disminuir el riesgo de infecciones oculares.

La extraccion de sangre se realizo antes de la administracion de la terapia
anti-VEGF y a los 6 meses de tratamiento en el Hospital General Universitario
Morales Meseguer. Las extracciones sanguineas se realizaron de la vena
antecubital en diferentes tubos segin los parametros bioquimicos. La sangre fue
centrifugada a 3500 r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente para
obtener suero o plasma y los viales fueron almacenados a-80°C hasta su posterior
andlisis. Las muestras fueron procesadas en el Hospital Universitario Morales

Meseguer y en los laboratorios de la UCAM.

Se analizaron los siguientes parametros (Tabla 6)

Tabla 6. Biomarcadores analizados en el grupo de pacientes con DMAE exudativa al

inicio y tras 6 meses de tratamiento con pegaptanib y ranibizumab.

Riesgo cardiovascular Inflamacion Estrés oxidativo
Actividad total

Colesterol total PCR antioxidante
HDL Glutation oxidado
LDL Glutation reducido
Triglicéridos Grupo carbonilo
Fibrinogeno Glutation peroxidasa
Hcy Glutation reductasa

Superoxido dismutasa

Hcy: homocisteina; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja
densidad; PCR: proteina C reactiva.

A los 73 pacientes se les extrajo una muestra de humor vitreo antes y

después de la administracion de la terapia anti-VEGF. Se obtuvo una muestra no
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diluida de humor vitreo de un volumen aproximado de 0.3 mL que se aspiraron
con una jeringa de 1 mL antes de la administracion de la terapia anti-VEGF.

Posteriormente se almacend a -80°C hasta su posterior analisis.

Al grupo control de 40 pacientes con membrana epirretiniana idiopatica se

les realiz6 la toma de muestra del humor vitreo en la cirugia.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se describieron mediante la media, la
desviacion tipica y los valores minimo y maximo. Esta descripcion se realizo para

la muestra total y estratificada por grupo del estudio.

Las condiciones de aplicacion de los analisis estadisticos se verificaron
previamente a los mismos. La normalidad se contrast6 mediante el test de
Kolmogorov-Smirnoff y la homocedasticidad mediante la prueba de Levene. En
caso de incumplimiento de alguna de las condiciones se procedio al analisis

mediante pruebas no paramétricas.

Para las variables cuantitativas se desarrollaron comparaciones de t-
Student en caso de normalidad y pruebas no paramétricas de U-Mann-Whitney

en caso contrario.

La evolucién de estas variables se analizd mediante pruebas paramétricas
(t-Student o ANOVA), no paramétricas (Wilcoxon o Friedman) 6 con el test de
McNemmar segun caracteristicas propias de las variables en estudio.

En el conjunto de pruebas estadisticas el nivel de significacion utilizado
fue a=0.05.

El andlisis estadistico se realizd con el software informatico SPSS, version
18.0.



5. RESULTADOS






5.1. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR
EN LOS PACIENTES CON DMAE EXUDATIVA






FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN DMAE EXUDATIVA 97

5.1. FACTORES DE RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON
DEGENERACION MACULAR EXUDATIVA

Muchos factores asociados con la DMAE estan relacionados con los
factores de RCV, la hipertension, la obesidad', y la diabetes han sido
significativamente asociados con el estadio inicial y avanzado de DMAE en varios
estudios'®?1%, El diagndstico de la hipertension no tratada, el infarto de miocardio
y el habito de fumar se ha asociado en un incremento del riesgo precoz de inicio
de DMAE™®.

Por otra parte, los pacientes con DMAE tardia presentan un 66% mas de
riesgo de padecer ECV, ademas de que pacientes con una fuerte predisposicion
genética a la DMAE tardia pueden tener una edad mds temprana de inicio, son el
grupo con mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares debido a factores
genéticos'””. Es interesante que este hallazgo es consistente con los resultados en el
Blue Mountains Eye Study, en el que DMAE tardia se asoci¢ significativamente la
mortalidad cardiovascular entre los participantes menores de 75 afos de edad,

pero no en los participantes de 75 afnos'®.

El reciente meta-andlisis de Chakravarthy y cols.”® ha investigado si
algunos factores de RCV o algunas enfermedad cardiovascular pueden predecir el
riesgo de desarrollar DMAE. Entre los factores de RCV, el tabaquismo, cirugia
previa de cataratas, aumento de la edad e historia familiar de DMAE se observo
una asociacion significativa en el desarrollo de DMAE. Sin embargo, los
resultados en las enfermedades cardiovasculares y el riesgo de DMAE fueron

controvertidos. Clinicamente, se necesita mds investigacién para entender la
posible asociacion de DMAE y RCV.

Se han propuesto varios mecanismos para esta asociaciéon como es la
inflamacion crénica. El hecho de que la activacion de la cascada del complemento
desempefia un papel en la formacion de drusas'®, y la identificacion de algunas
de las variantes genéticas de las proteinas del complemento como factores de
riesgo fuertes para DMAE refuerza el papel de la inflamacién local en la
patogénesis de la DMAE. Sin embargo, un reciente meta-andlisis con una muestra
de gran tamano y alta potencia estadistica no confirm¢ tal asociacién, ni se

encontré ninguna asociacion entre DMAE y complemento del factor h y una
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amplia gama de factores de riesgo de cardiopatia coronaria o biomarcadores
excepto los triglicéridos'®!. Estos datos sugieren que la relacion es probablemente

mas compleja.

La aterosclerosis también puede jugar un papel patogénico en el desarrollo
de la DMAE debido a su efecto sobre la circulacion coroidal y la deposicién de
lipidos en la membrana de bruch'®. A este proceso puede contribuir la oxidacién
lipidica, cuyos productos se unirian a los macréfagos desencadenando la cascada

inflamatoria en sentido descendente y resultando en lesiones aterosclerdticas!®.

Todo esto sugiere que DMAE es un trastorno complejo resultante de la
interaccion entre la inflamacion, la aterosclerosis y el estrés oxidativo, y estos

procesos patogénicos estan relacionados con las enfermedades cardiovasculares.

5.1.1. Metodologia de analisis de los factores de RCV

5.1.1.1. Toma de muestras

La muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas de la vena antecubital
de cada sujeto, mediante puncion intravenosa por personal sanitario autorizado.
Fueron procesadas en los laboratorios de Hospital Universitario Morales
Meseguer y en los Laboratorios de Nutricion Humana y Dietética de la
Universidad Catolica San Antonio (UCAM).

Los andlisis bioquimicos se han realizado sobre plasma segun los

paradmetros analizados.
5.1.1.2. Parametros bioquimicos

5.1.1.2.1. Determinacién de lipidos en plasma

Las concentraciones plasmaticas de colesterol, triglicéridos, colesterol-
HDL y colesterol-LDL, se determinaron en el servicio de andlisis clinico del
Hospital Universitario Morales Meseguer, de Murcia, por un facultativo
especialista. Para cada determinacion se utilizo un kit de Roche, excepto para el

colesterol-LDL, que se calculé aplicando la férmula de Friedewald. A
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continuacion se detalla la metodologia seguida en cada test.

5.1.1.2.1.1. Colesterol Total.

La concentracién de colesterol total se calculd utilizando un kit adecuado
para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El método se
basa en un test colorimétrico, donde el colesterol de la muestra se determina

enzimaticamente por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa.

Los ésteres de colesterol se desdoblan por accion de la colesterol esterasa
(CE), a colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa (CO) cataliza luego la

oxidacion del colesterol a colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrogeno.

Bajo la accion catalitica de la peroxidasa (PO), el perdxido de hidrogeno
formado reacciona con la 4-aminofenazona y el fenol para formar un colorante
rojo cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de
colesterol, que se puede medir fotométricamente. El analizador calcula

automaticamente la concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

5.1.1.2.1.2. Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos se calculd utilizando un kit enzimatico
adecuado para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El
método se basa en un test colorimétrico, donde los triglicéridos de la muestra se
determinan enzimaticamente por las enzimas lipasa lipoproteica, glicerol kinasa y

glicerol fosfato oxidasa.

Los triglicéridos se desdoblan, por la accion de la lipasa pancreatica, a
glicerol y acidos grasos. En presencia de magnesio, el glicerol libre se fosforila por
la glicerol kinasa (GK) a glicerol-3-fosfato y en presencia de oxigeno; el glicerol-3-
fosfato se oxida por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) a dihidroxiacetona y

peroxido de hidrégeno.

Bajo la accion catalitica de la PO, el perdxido de hidrégeno formado
reacciona con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol para formar un colorante rojo
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos,

que se puede medir fotométricamente.
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El analizador calcula automaticamente la concentracién del analito en

cada muestra (mg/dL).

5.1.1.2.1.3. Colesterol-HDL

La concentracion de colesterol-HDL se calcul¢ utilizando un kit adecuado
para analizador automatico de quimica Roche/Hitachi. El método se basa en un
test colorimétrico, donde el colesterol-HDL de la muestra se determina
enzimaticamente por las enzimas CE y CO acopladas a polietilenglicol (PEG) a los

grupos aminicos.

En presencia del sulfato de magnesio, el sulfato de dextrano forma
complejos solubles en agua con las particulas HDL, VLDL y quilomicrones
(selectivamente en ese orden) otorgandoles una mayor reactividad frente a las

enzimas modificadas por PEG.

A continuacién la PEG-colesterol esterasa (PEG-CE) provoca el
desdoblamiento de los ésteres de colesterol-HDL a colesterol-HDL libre y 4cidos
grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol-HDL se oxida por la PEG-colesterol

oxidasa (PEG-CO) a A4-colestenona y perdxido de hidrégeno.

Bajo la accion catalitica de la PO, el perdxido de hidrégeno formado
reacciona con la 4-amino-antipirina y el HSDA para formar un colorante azul-
purpareo. La intensidad del colorante es directamente proporcional a la
concentracion de colesterol-HDL, que se puede medir fotométricamente. El
analizador calcula automaticamente la concentracion del analito en cada muestra
(mg/dL).

5.1.1.2.1.4. Colesterol-LDL

Por ultimo la concentracion de colesterol-LDL se calculd aplicando la

férmula de Friedewald:

LDL =CT—HDL—T5G

CT: colesterol total
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HDL: colesterol HDL

TG: triglicéridos

5.1.1.2.2. Homocisteina.

La mayor parte de la Hcy plasmatica se encuentra unida a otros
compuestos: unida a la albimina, en forma homocisteina-disulfito, y en forma
mixta de disulfito con cisteina. Antes de llevar a cabo la determinacién de Hcy es
necesario generar Hcy libre por reduccion. Los niveles de Hcy se midieron en un
analizador BN ProSpec ® (de acuerdo con el protocolo suministrado en el kit de
Siemens N Latex HCY OPAX 03).

La Hcy y las formas de Hcy presentes en la muestra se reducen y forman
Hcy libre utilizando el ditiotreitol (DTT). La Hcy libre se convierte en SAH (S-
adenosil-L- Hcy) utilizando la SAH hidrolasa y exceso de adenosina. Por tltimo,
se produce la fase de inmuno-precipitacion, con formaciéon de inmunocomplejos
solubles, cuya concentracidon es directamente proporcional a la concentracion de

Hcy en la muestra’®.

5.1.1.2.3. Proteina C-Reactiva

La PCR se analizé mediante inmunoensayo turbidimétrico (PETIA) que
utiliza particulas de latex recubiertas con un anticuerpo anti-Proteina C-Reactiva
(AbPR) que se agregan en presencia de esta molécula en la muestra. El aumento
de turbidez que acompana a la agregacion es proporcional a la concentracion de

PCR y se mide a 340 nm'®. Los reactivos utilizados, listos para su uso, son:

. Pocillos 1-3 (liquido): particulas recubiertas con anti-PCR, glicina,
SDS, inhibidores microbianos (0.3 mg/mL-origen cabra).

] Pocillos 4-6 (liquido): tampdn, PEG, inhibidores microbianos-98
mM.
5.1.1.2.4. Fibrinogeno.

Las estimaciones de fibrindgeno son derivadas de la tiempo de

protrombina (PT-Fg)'%. El PT se determina por el cambio de densidad éptica para
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una gama de soluciones de plasma con los niveles de fibrindgeno conocidos. El
cambio Optico para cada nivel de fibrindgeno diferente se representa como una
curva de calibracion. Un PT se lleva a cabo en plasma pobre en plaquetas del
paciente y el fibrindgeno se deriva a partir del cambio en la densidad optica en

comparacion con la curva de calibracion.

5.1.2. Perfil lipidico en pacientes con DMAE exudativa vs grupo control

La hipercolesterolemia y las alteraciones del metabolismo lipidico son
unos de los principales factores de RCV'¥”. Todos los estudios realizados para
investigar el RCV y el perfil lipidico, concluyen que las personas que consumen
grandes cantidades de colesterol y grasas saturadas tienen niveles de colesterol
mas elevados, asi como una incidencia superior de enfermedades coronarias.
Ademas, los bajos niveles de HDL, altos niveles de triglicéridos en sangre, como
expresion de particulas LDL pequenas y densas, son el componente habitual del
denominado sindrome metabdlico (junto con la presion arterial y la glucemia

elevada, y la obesidad abdominal), que confiere un mayor RCV.

La prevalencia de la dislipemia es mayor en pacientes con enfermedad
coronaria prematura, siendo tan alto como 75 a 85 por ciento en comparacién con
aproximadamente el 40 a 48 por ciento en los controles de la misma edad sin
enfermedades del corazén. En el estudio INTERHEART, dislipidemia representd
el 49 por ciento del riesgo atribuible a la poblaciéon de un primer infarto de

miocardio?ss.

La normalizacion de las alteraciones del metabolismo lipidico y la
reduccion de la prevalencia de hipercolesterolemia, podria contribuir a modificar
la estabilidad de las tasas de mortalidad cardio-isquémica y cerebrovascular,

disminuyéndola de forma sustancial.

En los pacientes objeto de nuestro estudio, tanto en el grupo control como
en el grupo de pacientes con DMAE, observamos que los valores de perfil lipidico

se encuentran dentro del rango de normalidad para la poblacién adulta (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores de perfil lipidico de pacientes con DMAE exudativa vs grupo control.

Perfil lipidico DMAE PC Valores de
referencia
CT (mg/dL) 193.32+36.6 201,1+34.4 131.4-201.0
TG(mg/dL) 113.12+53.31 123.25+41.3 <150
HDL (mg/dL) 57.82+14.64 63.41+16.44 34.7-67.2
LDL (mg/dL) 112.88+30.43 119.52+38.8 83-130

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa; PC: poblacién control;
CT: colesterol total; TG: triglicéridos; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL:

lipoproteina de baja densidad. Los valores representan la media + desviacion estandar.

A pesar de que los parametros analizados presentan unos valores
ligeramente superiores en el grupo control que en el grupo de pacientes con
DMAE, no se encuentran diferencias significativas entre ambos grupos, y, como
se ha comentado anteriormente, estos valores se encuentran dentro del rango de

normalidad.

La asociacion entre los lipidos séricos, como colesterol total, LDL y
triglicéridos y DMAE, ha sido objeto de numerosas investigaciones, aunque con
resultados contradictorios. En 1992, el Grupo de Estudio de Enfermedades
Oculares Caso-Control'®, indicé que una elevacién de los niveles de colesterol
sérico implicaba un aumento del riesgo de DMAE exudativa de hasta un 25%.
Desde entonces, solo cinco estudios han encontrado una relacion significativa
entre el aumento del colesterol total y el riesgo de DMAE!"*173, mientras que 13
estudios encontraron una asociacion no significativa'®17417, En un estudio
reciente’®, se muestra que no hay asociacion significativa entre el perfil lipidico
(colesterol total, LDL y triglicéridos) y la DMAE, resultados estos que coinciden

con los obtenidos en nuestro estudio.



104 NOEMI MANRESA RAMON

Respecto a los niveles de HDL también existe controversia sobre su
implicacion en el mecanismo patogénico de la DMAE, ya que existen estudios que
indican una implicacion directa'®"'$2 y otros no'*'%. Nowak y cols'”! encontraron
una disminucion significativa de la concentracion de HDL en pacientes con
DMAE, en nuestro caso, a pesar de que las diferencias no son significativas entre
de los dos grupos, los valores de HDL en el grupo de pacientes con DMAE son

ligeramente inferiores.

Algunos estudios sugieren que las concentraciones de HDL en plasma no
predicen la funcionalidad y la composicion de HDL*® y pueden ser un factor
potencial de resultados contradictorios en la literatura®. El HDL puede
convertirse en particulas disfuncionales, pro-inflamatorias y pro-oxidantes, que
promueven la oxidacion de LDL y afectan la salida del colesterol y el transporte
reverso de colesterol. Por lo tanto, los estudios recientes sugieren que la
funcionalidad de las pruebas, la composicion (tales como la concentraciéon de las
subfracciones de HDL) y propiedades anti-inflamatorias de HDL son mejores
marcadores que la concentracion de HDL en plasma, para identificar sujetos en

riesgo de enfermedad cardiaca coronaria'®+1%,

5.1.3. Valores de homocisteina plasmatica en pacientes con DMAE exudativa vs
grupo control

La Hcy tiene propiedades aterogénicas y protromboticas primarias. Las
caracteristicas histopatologicas de la lesion vascular inducida por la Hey incluyen
el engrosamiento de la intima, la interrupcion de la ldmina eldstica, hipertrofia del
musculo liso, marcada acumulacién de plaquetas, y la formacion de trombos de
plaquetas'?. La evidencia experimental y clinica sugiere que la hHcy moderada
puede predisponer ademas, a la disfuncién endotelial a través de un mecanismo

que implica la generacion de ROS.

Un meta-anadlisis realizado por los Servicios Preventivos de los EE.UU
que examin¢ el valor predictivo de la Hcy sobre el riesgo de cardiopatia coronaria
en adultos sin enfermedad coronaria conocida, encontré6  que,
independientemente de los factores de riesgo de Framingham, cada incremento

del nivel de Hcy de 5 pmol/L aumenta un 20% el riesgo de eventos
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cardiovasculares.

En nuestro estudio encontramos que los valores medios de homocisteina
plasmatica fueron significativamente mayores en los pacientes con DMAE
(P<0.01) (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de Hcy en pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

DMAE PC Valores de referencia
Hcy (umol/L) 13.66+1.47** 10.35+1.72 <5-12

Hcy: homocisteina plasmatica; DMAE: grupo de pacientes con degeneraciéon macular
exudativa; PC: poblaciéon control. Los valores representan la media +desviacion estandar.

**p<0.01 diferencia significativas entre los dos grupos.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios que
encuentran una asociacion significativa entre la hHcy y la DMAES#813713,_ Ghosh y
cols.’¥” mostraron que el 83.3% de los pacientes con DMAE exudativa, 80% en

DMAE atrofica y 37% grupo control, presentaban hHcy.

En nuestro estudio obtenemos unos valores de Hcy en pacientes con
DMAE exudativa situada en rango moderado de hHcy, ligeramente inferior a los
obtenidos en otros estudios'# (15+6 umol/L) y superiores a los encontrados en por
otros autores' (10 umol/L). Ademas, los pacientes que participaron en el estudio,
tanto en el grupo con DMAE exudativa como en el grupo control, no han tomado
ningun tipo de complejo vitaminico u otro tipo de suplemento que puedan
modificar y/o falsear los valores analiticos de la Hcy.

5.1.4. Valores de la PCR en pacientes con DMAE exudativa vs grupo control.

La PCR es la mas consistente de varios biomarcadores de inflamacion en la
prediccion de RCV. Ademads de ser un biomarcador sensible de la inflamacion, la
PCR puede tener importancia fisiopatologica directa a través de su capacidad

para inducir la activacion del complemento.
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Cuando analizamos los valores de la PCR encontrados en nuestros
estudio, observamos que éstos valores son mas altos en los pacientes con DMAE
exudativa, encontrando diferencias significativas entre ambos grupos.(P <0,01)
(Tabla 9)

Tabla 9. Valores de PCR en pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

DMAE PC Valores de referencia
PCR (mg/dL) 0.85+0.09** 0.14+0.07 >0.1

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa; PC: poblacion control;
PCR: proteina C-reactiva. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

*p<0.01 diferencia significativas entre los dos grupos.

Varios meta analisis han encontrado una relacion significativa entre la
PCR basal y la enfermedad coronaria o los eventos cardiovasculares'®®'®, La
escala de Framingham indica que el valor de referencia de la PCR para aumentar
considerablemente el RCV es de >3 mg/l (0.3 mg/dl) y que valores <Img/l (0.1

mg/dl) presentan menor riesgo'’.

Los resultados de estudios transversales previos sobre la asociacion entre
la PCR y DMAE han sido inconsistentes' 12, aunque algunos indican!*>una
correlacion positiva entre la PCR y DMAE en la DMAE precoz. A pesar de esto, si
los procesos inflamatorios son una causa de la DMAE precoz, no se sabe si las
intervenciones que reducen los procesos inflamatorios sistémicos reducen su
incidencia'®. Un estudio sugiere que los niveles elevados de PCR en pacientes con
DMAE neovascular son, al menos en parte, explicados por la inactividad fisica,

por tanto, seria un factor posiblemente modificable!®.

Algunos estudios estiman que con valores de PCR elevados se podria
calcular la incidencia de DMAE. Por ejemplo: Un estudio encontré un 90% de
aumento en la incidencia de DMAE entre las mujeres con PCR> 3 mg/L.
Boekhoorn y cols!*” observaron un 40% de mayor incidencia de DMAE temprana
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entre las personas con PCR> 3,26 mg/L y un 80% de aumento en la incidencia de
casos de DMAE tardia (DMAE neovascular y atrofia geografica central) entre las
personas con PCR> 3,23 mg/L. Estudios de 5 cohortes prospectivas anaden mas
evidencia de que los niveles elevados de PCR predicen un mayor riesgo futuro de
DMAE.

Esta informacion podria arrojar luz sobre los mecanismos subyacentes, y
podria ser de utilidad clinica en la identificacién de pacientes con alto riesgo de
DMAE que podrian beneficiarse de una mayor adherencia a las recomendaciones
de estilo de vida, la periodicidad de los examenes oculares, y los protocolos
terapéuticos'*®. Tanto la Hcy y la PCR se asocian con el RCV pudiendo ser que
estos dos biomarcadores reflejan el mismo estado de la enfermedad

cardiovascular subyacente.

5.1.5. Valores de fibrin6geno en pacientes con DMAE exudativa vs grupo

control.

La liberacion de la fibrina en respuesta a una agresion es seguida por la
exudacion inflamatoria celular, la proliferacion de células de tejido epitelial y
conectivo, la angiogénesis y la produccion de matriz extracelular. Ademas, este
proceso estd implicado en la liberacién de factores de crecimiento favoreciendo la

neovascularizacion.

El fibrindgeno es un factor hemostatico y una proteina proinflamatoria de
fase aguda que podria afectar posiblemente el riesgo de AMD a través de
reducciones en el flujo de sangre coroidal'®, los efectos directos sobre la pared
vascular, u otros efectos de la inflamacion crénica, aunque puede ser simplemente

un marcador de riesgo.

Los valores de fibrindgeno encontrados en nuestro estudio muestran
diferencias significativas entre ambos grupos (p <0,05), destacando valores mas
altos en el grupo de DMAE que en el grupo control. En ambos grupos los valores

estaban en rango de normalidad para la poblacion sana. (Tabla 10)
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Tabla 10. Valores de fibrindgeno en pacientes con DMAE exudativa vs grupo control.

DMAE PC Valores de referencia
Fibrinogeno (g/L) 3.56+0.67* 2.76+0.31 2-4.5

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa; PC: poblacion control.
Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. **p<0.05 diferencia

significativas entre los dos grupos.

El fibrindgeno se ha identificado en drusas y la membrana de Bruch?®, y la
evidencia epidemioldgica previa de los estudios transversales apoyan la relacion
entre valores altos de fibrinégeno y DMAE!#201-23, En estos estudios se observd
un aumento significativo en el riesgo de DMAE tardia con un aumento de
fibrinégeno en plasma y hubo sélo una estimacion a partir de un estudio

prospectivo que no apoyd este hallazgo'>.

Un estudio?® que analizdé marcadores de trombosis sistémicas (entre ellos
el fibrindgeno) en DMAE no encontr6 asociacion entre ellos, aunque destaca que
algunos de estos factores de inflamacion estan relacionados con marcadores de
trombosis arterial. Ademas, el fibrindgeno se considera como un factor de riesgo

secundario para la patogénesis de la enfermedad DMAE'.
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5.2. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTI-VEGF SOBRE LOS FACTORES DE
RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON DMAE EXUDATIVA

La DMAE exudativa se caracteriza por el crecimiento de nuevos vasos
coroideos en el espacio subretiniano, causando la exudacion y la hemorragia que
danan los fotorreceptores y deterioran la vision central. La molécula VEGF juega

un papel clave en este proceso aumentando la neovascularizacion de la DMAE?®,

El VEGF esta implicado en procesos aterotromboticos mediante dos vias.
En primer lugar produce un efecto positivo porque puede inducir el desarrollo de
la circulacion colateral protegiendo contra la isquemia (estrechamiento de los
vasos normales)?®. Sin embargo, la segunda via de accion es negativa, ya que
puede promover la génesis de microvasos dentro de la placa aterosclerdtica,
aumentando la probabilidad de hemorragia intraplaca y trombosis, pudiendo

causar sindromes isquémicos agudos (ictus o infarto de miocardio)?”.

VEGEF es el principal regulador de la angiogénesis y actia como un factor
de supervivencia para las células endoteliales, previniendo la apoptosis mediante
la induccion de proteinas antiapoptosis?®. Ademas, tiene actividad mitogénica
sobre las diferentes células (como en las células epiteliales retinianas), interviene
en la tasa de reendotelizacion, en la cascada de coagulaciéon, y aumenta la
permeabilidad vascular a través de una respuesta dependiente de NO. También
promueve la restauracion del endotelio dafiado, protege contra el desarrollo de
aterotrombosis, y juega un papel en la regulacion de la presion arterial (induce la

vasodilatacion)2®.

El uso de inhibidores de VEGF en DMAE podria tedricamente estar
asociado con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares. Aunque el ojo es una
zona relativamente aislada de la circulacion sistémica, esta barrera es
frecuentemente interrumpida en trastornos neovasculares oftdlmicos. De hecho,
estos agentes pueden ser detectables en el plasma después de la administracion

intraocular en ensayos realizados en animales de experimentacién y en humanos

210,211
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En las fichas técnicas de los anti-VEGF utilizados en el estudio se recoge la

siguiente informacion sobre efectos adversos cardiovasculares:

- Ranibizumab: existe un riesgo tedrico de
acontecimientos tromboembodlicos arteriales, incluyendo accidente
cerebrovascular e infarto de miocardio. En los ensayos clinicos con
Lucentis® se observd una incidencia baja de acontecimientos

tromboembolicos arteriales en pacientes con DMAE.

- Pegaptanib: efectos adversos cardiacos
(palpitaciones) y vasculares (hipertension, aneurisma aortico)

clasificAndose como poco frecuentes.

Aunque los estudios clinicos realizados muestran resultados
contradictorios, la mayoria de ellos no muestran un aumento importante del RCV
tras la inyeccion de los anti-VEGF. Sin embargo, especifican que es conveniente
realizar un balance beneficio-riesgo, sobre todo en pacientes con elevado RCV, y

destacan que existe un RCV teorico.

El objetivo de este capitulo es determinar el perfil lipidico, Hcy, PCR y
fibrindgeno en pacientes con DMAE tras el tratamiento anti-VEGF. Destacamos la
novedad de nuestro estudio porque todavia no existen estudios que evaltien los
posibles efectos adversos cardiovasculares antes y tras la administracion de la

terapia anti-VEGF mediante pardmetros bioquimicos.

(Ambos farmacos tienen la indicacion aprobada en ficha técnica de la
AEMPSy EMA).

5.2.1. Metodologia de analisis de los factores de RCV.

5.2.1.1. Metodologia y muestra poblacional

Los 73 pacientes con DMAE exudativa nunca habian recibido tratamiento

previo con anti-VEGF y se les dividi6 aleatoriamente en dos grupos:

-37 pacientes recibieron 0,3 mg de Pegaptanib (Macugen ®).



ANTIVEGE SOBRE EL RCV EN DMAE EXUDATIVA 113

-36 pacientes recibieron 0,5 mg de Ranibizumab (Lucentis ®).

El ranibizumab se administré cada 4 semanas y cada 6 semanas en el caso
de pegaptanib de sodio. El seguimiento fue de 6 meses. El tratamiento se llevo a
cabo de conformidad con las Directrices de practica clinica de la SERV (Sociedad

Espanola de Retina y Vitreo).

(En el apartado 4.2.2. explicamos en profundidad la administracion de la

terapia anti-VEGF en la sala de operaciones)

5.2.1.2. Toma de muestras

La muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas de la vena antecubital
de cada sujeto, mediante puncion intravenosa por personal sanitario autorizado.
Fueron procesadas en los laboratorios de Hospital Universitario Morales

Meseguer y en los Laboratorios de Nutricion Humana y Dietética de la UCAM.

Se obtuvieron dos muestras: la primera, antes de iniciar la terapia anti-
VEGF y la segunda tras la administracion de la inyecciéon anti-VEGF (6 meses tras

la primera muestra sanguinea).
Los andlisis bioquimicos se han realizado sobre plasma segun los
parametros analizados.

5.2.1.3. Parametros bioquimicos

5.2.1.3.1. Determinacion de lipidos en plasma

Las concentraciones plasmaticas de colesterol, triglicéridos, colesterol-
HDL y colesterol-LDL, se determinaron en el servicio de andlisis clinico del
Hospital Universitario Morales Meseguer, de Murcia, por un facultativo
especialista. Para cada determinacion se utilizd un kit de Roche, excepto para el
colesterol-LDL, que se calculd aplicando la férmula de Friedewald. A

continuacion se detalla la metodologia seguida en cada test.

5.2.1.3.1.1. Colesterol Total

La concentracion de colesterol total se calculd utilizando un kit adecuado
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para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El método se
basa en un test colorimétrico, donde el colesterol de la muestra se determina

enzimaticamente por las enzimas colesterol esterasa y colesterol oxidasa.

Los ésteres de colesterol se desdoblan por accion de la colesterol esterasa
(CE), a colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa (CO) cataliza luego la

oxidacion del colesterol a colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrogeno.

Bajo la accion catalitica de la peroxidasa (PO), el peroxido de hidrégeno
formado reacciona con la 4-aminofenazona y el fenol para formar un colorante
rojo cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de
colesterol, que se puede medir fotométricamente. El analizador calcula

automaticamente la concentracién del analito en cada muestra (mg/dL).

5.2.1.3.1.2. Triglicéridos

La concentracion de triglicéridos se calcul6 utilizando un kit enzimatico
adecuado para el analizador automatico de quimica clinica Roche/Hitachi. El
método se basa en un test colorimétrico, donde los triglicéridos de la muestra se
determinan enzimaticamente por las enzimas lipasa lipoproteica, glicerol kinasa y

glicerol fosfato oxidasa.

Los triglicéridos se desdoblan, por la accion de la lipasa pancreatica, a
glicerol y acidos grasos. En presencia de magnesio, el glicerol libre se fosforila por
la glicerol kinasa (GK) a glicerol-3-fosfato y en presencia de oxigeno; el glicerol-3-
fosfato se oxida por la glicerol fosfato oxidasa (GPO) a dihidroxiacetona y

peroxido de hidrégeno.

Bajo la accion catalitica de la PO, el perdxido de hidrégeno formado
reacciona con la 4-aminofenazona y el 4-clorofenol para formar un colorante rojo
cuya intensidad es directamente proporcional a la concentracion de triglicéridos,
que se puede medir fotométricamente. El analizador calcula automaticamente la

concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

5.2.1.3.1.3. Colesterol-HDL
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La concentracion de colesterol-HDL se calculd utilizando un kit adecuado
para analizador automatico de quimica Roche/Hitachi. El método se basa en un
test colorimétrico, donde el colesterol-HDL de la muestra se determina
enzimaticamente por las enzimas CE y CO acopladas a polietilenglicol (PEG) a los

grupos aminicos.

En presencia del sulfato de magnesio, el sulfato de dextrano forma
complejos solubles en agua con las particulas HDL, VLDL y quilomicrones
(selectivamente en ese orden) otorgandoles una mayor reactividad frente a las

enzimas modificadas por PEG.

A continuacién la PEG-colesterol esterasa (PEG-CE) provoca el
desdoblamiento de los ésteres de colesterol-HDL a colesterol-HDL libre y acidos
grasos. En presencia de oxigeno, el colesterol-HDL se oxida por la PEG-colesterol
oxidasa (PEG-CO) a A4-colestenona y perdxido de hidrogeno. Bajo la accion
catalitica de la PO, el peroxido de hidrogeno formado reacciona con la 4-amino-
antipirina y el HSDA para formar un colorante azul-purpureo. La intensidad del
colorante es directamente proporcional a la concentracién de colesterol-HDL, que
se puede medir fotométricamente. El analizador calcula automaticamente la

concentracion del analito en cada muestra (mg/dL).

5.2.1.3.1.4. Colesterol-LDL

Por ultimo la concentracion de colesterol-LDL se calculd aplicando la
formula de Friedewald:

LDL =CT—HDL—T5G

CT: colesterol total
HDL.: colesterol HDL

TG: triglicéridos

5.2.1.3.1.5. Apoproteina A

Se utilizé el kit N “Antisera to Human Apolipoproteina A-II and
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Apoliproteina E” con los sistemas BN (BN es una marca comercial de Siemens
Healthcare Diagnostics). Los N antisueros son de origen animal. El N antisuero
contra la Apo-A-II humana se produce mediante inmunizaciéon de conejos con

Apo-A-Il humana de alta pureza.

Las proteinas contenidas en una muestra de suero humano forman
inmunocomplejos en una reaccién inmunoquimica con anticuerpos especificos.
Estos complejos dispersan un haz de luz proyectado a través de la muestra. La
intensidad de la luz dispersada es proporcional a la concentraciéon en la proteina
de la muestra en cuestion. El resultado se evaltia en comparacion con un estandar

de concentracién conocida.

5.2.1.3.2. Homocisteina

La mayor parte de la Hcy plasmatica se encuentra unida a otros
compuestos: unida a la albumina, en forma homocisteina-disulfito, y en forma
mixta de disulfito con cisteina. Antes de llevar a cabo la determinacién de Hcy es
necesario generar Hcy libre por reduccidon. Los niveles de Hcy se midieron en un
analizador BN ProSpec ® (de acuerdo con el protocolo suministrado en el kit de
Siemens N Latex HCY OPAX 03).

La Hcy y las formas de Hcy presentes en la muestra se reducen y forman
Hcy libre utilizando el ditiotreitol (DTT). La Hcy libre se convierte en SAH (S-
adenosil-L- Hcy) utilizando la SAH hidrolasa y exceso de adenosina. Por ultimo,
se produce la fase de inmuno-precipitacion, con formacién de inmunocomplejos
solubles, cuya concentracion es directamente proporcional a la concentracion de

Hcy en la muestra'®.

5.2.1.3.3. Proteina C-Reactiva

La PCR se analiz6 mediante inmunoensayo turbidimétrico (PETIA) que
utiliza particulas de latex recubiertas con un anticuerpo anti-Proteina C-Reactiva
(AbPR) que se agregan en presencia de esta molécula en la muestra. El aumento
de turbidez que acompana a la agregacion es proporcional a la concentracion de

PCR y se mide a 340 nm'®. Los reactivos utilizados, listos para su uso, son:
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. Pocillos 1-3 (liquido): particulas recubiertas con anti-PCR, glicina,

SDS, inhibidores microbianos (0.3 mg/mL-origen cabra).

. Pocillos 4-6 (liquido): tampodn, PEG, inhibidores microbianos-98
mM.

5.2.1.3.4. Fibrindgeno

Las estimaciones de fibrindgeno son derivadas de la tiempo de
protrombina (PT-Fg)'®. El PT se determina por el cambio de densidad 6ptica para
una gama de soluciones de plasma con los niveles de fibrindgeno conocidos. El
cambio Optico para cada nivel de fibrindgeno diferente se representa como una
curva de calibracion. Un PT se lleva a cabo en plasma pobre en plaquetas del
paciente y el fibrinogeno se deriva a partir del cambio en la densidad 6ptica en

comparacion con la curva de calibracion.

5.2.1.4. Los efectos adversos

Después de los 6 meses, no se registré ningun efecto adverso ocular o
sistémico en la muestra de pacientes. Ademas tampoco se registraron aumento de
presion arterial, reacciones de inflamacion, endoftalmitis, desprendimiento de

retina y/o hemorragias vitreas.

Ningun paciente tuvo ninguin episodio de RCV o cerebrovascular durante
el estudio.

5.2.2. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre perfil lipidico en pacientes con
DMAE exudativa

Se ha demostrado que la inyeccion intravitrea de anti-VEGF puede inducir
una vasoconstriccion retiniana en pacientes con DMAE?? debido a una
disminucion en la sintesis de NO, causando edema secundario por la oclusion
venosa de la retina.?’®?* La inhibicion de VEGF sistémica puede alterar la
homeostasis endotelial y acelerar la aterogénesis causando eventos
cardiovasculares?!®. Ademas, la inhibicidon del efecto vasodilatador de VEGF

puede desencadenar isquemia miocdrdica coronaria en un paciente con
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enfermedad coronaria silente?'®. Es muy importante conocer los posibles efectos
adversos derivados de la terapia anti-VEGF y sobretodo, destacar los posibles

efectos cardiovasculares.

Cuando comparamos el perfil lipidico de los dos grupos de nuestro
estudio, encontramos que en ambos grupos los valores de estos parametros estan
dentro del rango normal para la salud establecido para la poblacion sana, tanto al
inicio del estudio como tras la terapia anti-VEGF. Estos valores de lipidos séricos
determinados en los pacientes con DMAE exudativa segun la terapia anti-VEGF

recibida (Pegaptanib o Ranibizumab) se exponen en la siguiente Tabla 11.

Tabla 11. Valores de perfil lipidico en pacientes con DMAE exudativa antes y después del

tratamiento con Pegaptanib y Ranibizumab.

Pegaptanib Ranibizumab
Parametro Inicio Final Inicio Final
CT (mg/dL) 186.2+32.9 184.7+51.7 209.4+40 196.7+56.4
TG (mg/dL) 89.05+3.5 84.31+2.3 109.6+8.5 109.47+4.3
HDL (mg/dL) 56.7+1.3 57.09+1.2 59.06+16.3 59.75+16.43
LDL (mg/dL) 105.4+2.1 109.44+2.9 121.08+37.74 123.76124.3
Apo A (mg/dL) 153.6+17.51 158.9+19.29 156.8434.82 159.85+16.23

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa; CT: colesterol total; TG:
triglicéridos; HDL: lipoproteina de alta densidad; LDL: lipoproteina de baja densidad;

ApoA: Apolipoprotein A. Los valores representan la media + desviacion estandar.
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En ficha técnica de Ranibizumab, no se recogen datos sobre la seguridad
metabolica o endocrina pero en la base informatica-cientifica de Uptodate,
Ranibizumab esta asociado a hipercolesterolemia (3-7%), sin embargo, en nuestro

estudio no hemos encontrado ninguna asociacion.

En ficha técnica y en Uptodate sobre Pegaptanib no se encuentran datos
respecto a los efectos adversos sobre el perfil lipidico. Ademas, hasta la fecha no
hay estudios clinicos publicados sobre el efecto de los anti-VEGF a nivel lipidico,
pero si hay estudios sobre el riesgo aterotrombotico, cardiovascular vy

cerebrovascular.

5.2.3. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la homocisteina en pacientes con
DMAE exudativa

El andlisis de algunos biomarcadores como la Hcy es de gran utilidad

clinica para la deteccion del riesgo cardiovascular.

En el capitulo 5.1 observamos que existia una asociacion significativa entre
los niveles de hHcy y DMAE. Al analizar si el tratamiento con terapia anti-VEGF
(Pegaptanib o Ranibizumab) afecta a los valores de Hcy plasmatica en los
pacientes con DMAE, encontramos que en ambos grupos no se aprecian
variaciones en los valores de Hcy en plasma tras los 6 meses de tratamiento con

pegaptanib y ranibizumab intravitrea (tabla 12).
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Tabla 12. Valores de homocisteina plasmatica en pacientes con DMAE exudativa antes y

después del tratamiento con Pegaptanib y Ranibizumab..

Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
Hcy (umol/L) 13.1+4.2 13.59+1.35 12.8+2.5 12.32+1.7

Hcy: homocisteina plasmatica; DMAE: grupo de pacientes con degeneraciéon macular

exudativa. Los valores representan la media + desviacion estandar.

5.2.4. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la PCR en pacientes con DMAE

exudativa

En consonancia con el papel de la inflamacion cronica en la patogénesis de
DMAE, varios mediadores inflamatorios, incluyendo los componentes del
complemento, quimioquinas y citoquinas presentan valores elevados, tanto a
nivel local como sistémico en pacientes con DMAE??2. Estos mediadores tienen
diversas funciones en la via alternativa del complemento, incluyendo el
reclutamiento de células inflamatorias, la promocién de la neovascularizaciéon y

en la resolucion de la inflamacion.

La utilidad de los biomarcadores inflamatorios en la evaluacion de riesgo
individual y la progresion de la enfermedad es controvertida. Sin embargo, la
comprension del papel de estos mediadores inflamatorios en el inicio del
diagnostico, la progresion y la respuesta al tratamiento puede aumentar nuestro
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad y proporcionar opciones

terapéuticas en el futuro.

Los valores de PCR en pacientes con DMAE exudativa segtn la terapia
anti-VEGF recibida (Pegaptanib o Ranibizumab) se exponen en la siguiente Tabla
13.
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Tabla 13. Valores de Proteina C-reactiva plasmatica en pacientes con DMAE exudativa

antes y después del tratamiento con Pegaptanib y Ranibizumab.

Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
PCR (mg/dL) 0.49+0.02 0.51+0.03 0.50+0.11 0.52+0.08

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa; PC: poblacion control;

PCR: proteina C-reactiva. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

Solo 3 de los pacientes del estudio presentaban inicialmente valores de
PCR por encima de la normalidad, presentando el resto de los pacientes unos

valores de PCR plasmatica normales.

Tras la terapia con pegaptanib y ranibizumab, encontramos un aumento
significativo de estos valores en los pacientes en los que inicialmente ya eran
altos. Sin embargo, en los pacientes que al inicio del estudio presentaban valores
de la PCR plasmatica en el rango de normalidad para la poblacion sana, la terapia

antiangiogénica no produjo variaciones significativas.

Segtn la escala de Framingham y de acuerdo con la American Heart
Association, el valor de referencia de la PCR para un elevado riesgo
cardiovascular es el valor superior a 3 mg/L (0.3 mg/dL). En nuestro caso,
obtenemos un valor medio en torno a 0.5 mg/dL y por lo tanto, un elevado RCV,
aunque para calcular el RCV total deberiamos valorar otros pardmetros y
situaciones clinicas del paciente. Necesitamos mas estudios similares al nuestro

para poder comparar valores y poder extraer conclusiones.

5.2.5. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre el fibrindgeno en pacientes con
DMAE exudativa

La relacion entre hiperfibrinogenemia, aterosclerosis y trombosis es

compleja. Ciertos factores trombogénicos, como el fibrindgeno, tendrian
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importancia en el proceso de patogenia de la aterosclerosis con efectos sobre
enfermedades cardiovasculares.

La evidencia clinica empirica sugiere que la supresion sistémica de la
actividad VEGF puede retrasar la cicatrizacion de las heridas, causar
hipertension, eventos tromboembodlicos, infarto de miocardio y sindrome
nefrotico. Ademas, la edad aumenta significativamente la oportunidad de eventos

cardiovasculares como la isquemia miocdrdica y eventos tromboembolicos.

Los valores de fibrindgeno en pacientes con DMAE exudativa segun la
terapia anti-VEGF recibida (Pegaptanib o Ranibizumab) se exponen en la

siguiente Tabla 14.

Tabla 14. Valores de fibrinégeno en pacientes con DMAE exudativa antes y después del

tratamiento con Pegaptanib y Ranibizumab.

Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
Fibrinégeno 3.3+0.23 3.5+0.13 3.7+0.12 4.02+0.34

(g/L)

DMAE: grupo de pacientes con degeneracion macular exudativa. Los resultados se

expresan como media + desviacién estandar.

Los resultados fueron similares en ambos tratamientos antiangiogénicos y
estdn en rango terapéutico (2-4 g/L) tanto al inicio como al final del estudio. Los
resultados mostraron un ligero aumento de los niveles de fibrinégeno en ambos

grupos, aunque no se observaron diferencias significativas.

Debido a que no hay estudios que indiquen valores de riesgo
cardiovascular al inicio y tras la administracion de la terapia intravitrea, hemos
recopilado los estudios mas representativos sobre anti-VEGF y posible RCV en

pacientes diagnosticados de DMAE exudativa.
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Respecto a pegaptanib y tras 2 afos de administracion continuada, Ueta et
al?’” no encontraron efectos colaterales sistémicos ni incidencia de accidentes
cardiovasculares. Esto podria ser debido al bloqueo selectivo de pegaptanib a
VEGF-165 y por tanto, podria indicar una mayor seguridad clinica respecto a
otras terapias anti-VEGF. Sin embargo, habria que realizar mas estudios clinicos
sin sesgos ya que este estudio excluyd a pacientes con RCV. Singerman et al?!
observo en una muestra de 161 pacientes que no hubo una mayor incidencia de
accidentes cerebrovasculares. Solamente, dos pacientes experimentaron infarto de
miocardio (2%) y otro, angina de pecho (1%). Ademads, la tasa de eventos

cardiovasculares fue similar a otra cohorte de 422 pacientes.

Respecto a ranibizumab y tras 2 afios de administracion continuada, el
estudio MARINA?? mostrd que el porcentaje de eventos tromboembdlicos fue
ligeramente superior en pacientes tratados con ranibizumab respecto al grupo
control. Sin embargo, el estudio PIER** indicé que la incidencia de mortalidad,
eventos tromboticos y efectos adversos graves fue similar en el caso de

ranibizumab y grupo control.

En el estudio EXCITE?», en el que se administro 0.3 mg ranibizumab
mensualmente durante 1 ano (12 inyecciones) y 0.5 mg trimestralmente (5.5
inyecciones), los eventos tromboticos arteriales fueron de un 2% pero tuvo mejor
evolucion visual clinica el administrado mensualmente. En el estudio SUSTAIN?%
(estudio de ranibizumab en pacientes con neovascularizacion coroidal subfoveal
secundaria a DMAE), en 513 pacientes (media de inyecciones 5.6 por afo)
registraron una mayor tasa de efectos adversos (14.2%). Aproximadamente un
10% de los pacientes quienes habian sufrido un accidente cerebrovascular
sufrieron otro en los 12 primeros meses de la terapia, mostrando que ranibizumab
puede incrementar la incidencia de accidente cerebrovascular?”’. La tasa de
eventos adversos sistémicos tromboticos en SUSTAIN fueron similares a las de
MARINA y ANCHOR con una dosis de 0.5 mg ranibizumab. Sin embargo,
SAILOR?*# obtuvo menor tasa de eventos cardiovasculares (en torno a 0.6-1.2%)
pero la FDA lo criticé sugiriendo que habia infraestimado los efectos sistémicos y
seleccionados los pacientes con buena salud y sin RCV.
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Un metaanalisis?® de ranibizumab mostr6 que la tasa de eventos
tromboembdlicos arteriales fue similar, aunque parece ser ligeramente mas
frecuentes en pacientes con dosis mas elevadas de ranibizumab. Ademas, acenttia
que los pacientes con elevado RCV tienen una mayor incidencia de RCV tras la
administracién de ranibizumab?®. Evaluaron los datos de 859 personas tratadas
mensualmente durante 2 afios, mostrando que ranibizumab estaba asociado con
una alta incidencia de eventos cerebrovasculares pero no infartos de
miocardios®!.

El estudio HORIZON?? se trata de un estudio de 2 afnos de seguimiento de
pacientes que completaron MARINA, ANCHOR y FOCUS, en el cual se
administr6 las inyecciones segun el clinico con una media de 4.4 inyecciones.
Obtuvo una tasa de eventos tromboembdlicos arteriales en torno a 5.3%. Ademas,
esta tasa coincide con el estudio SECURE?? (estudio de extension fase IV en el
cual hubo una seleccion de 210 pacientes previamente incluidos en el EXCITE y
SUSTAIN fueron dirigidos durante 3 afios con ranibizumab??5226).

Como podemos observar que todavia hay mucha controversia e
incertidumbre.

Las opiniones expertas indican que la evaluacion observada en los
estudios clinicos mas relevantes, la tasa de infartos de miocardio, accidentes
cerebrovasculares y muerte en pacientes que habian recibido terapia anti-VEGF
fue similar a los pacientes que no habian recibido terapia anti-VEGF?721,
Ademas, la tasa de riesgo trombotico parece suficientemente baja comparada con
la incidencia natural en pacientes con edad avanzada, y presenta gran ventaja en
la mejora de la visién?*. Por otro lado, la tasa de mortalidad no es mayor aunque
si indican la posible asociacion entre los eventos adversos cardiovasculares y la
terapia anti-VEGF?2!.

Quizas las dosis usadas en enfermedades oculares al ser pequenas pueden
garantizar la efectividad y seguridad de estos farmacos aunque atraviesen la
barrera retina-sanguinea. Es necesario mas estudios para sacar conclusiones sobre

la novedosa terapia anti-VEGF y la seguridad de estos farmacos.
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5.3. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTI-VEGF SOBRE BIOMARCADORES
DE ESTRES OXIDADIVO EN PACIENTES CON DMAE EXUDATIVA

La DMAE es una enfermedad cronica asociada con factores ambientales,
de estilo de vida y genéticos. El estrés oxidativo y la produccion de ROS parecen

jugar un papel fundamental en la patogénesis de la DMAE.

La respuesta al estrés oxidativo implica varias reacciones de defensa
celular, por ejemplo, el aumento en la produccion de agentes antioxidantes y la

proteolisis de las proteinas danadas.

Hay muchos cambios anatémicos en el EPR, en la membrana de Bruch y
en la membrana coriocapilar en respuesta al estrés oxidativo cronico, la hipoxia y
la alteracion de la autofagia. Estas alteraciones estan asociadas a los procesos
neovasculares en la DMAE?* (Figura 5).

A ROsS @ AOX
AED>

Balanced ——— Health

i AOX

.-
B ROS ...‘.... ]

Unbalanced —— Disease

Figura 5. A. Equilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los agentes
antioxidantes (AOX) B. Desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno (ROS) y los

agentes antioxidantes que se produce en los pacientes con DMAE?*,
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El dafio oxidativo de los componentes celulares desempena un papel
importante en el proceso de senescencia®*. Se incrementa con la edad debido a
alteraciones (ineficacia) en el sistema de reparacion del ADN y acelera el
envejecimiento del organismo. El envejecimiento es inevitable ya que la
formacion de ROS es consecuencia del metabolismo celular. Por lo tanto, las
células han desarrollado mecanismos de defensa complejos para combatir tanto la

formacién de ROS como las consecuencias de sus acciones.

La mdcula esta constantemente expuesta a una alta tasa metabdlica que
promueve un mayor estrés oxidativo debido a la elevada presion parcial y la
elevada concentracion de dacidos grasos poliinsaturados (AGPI). Los AGPI
oxidados no se hidrolizan de manera eficiente en los lisosomas de las células del
RPE de personas de edad avanzada y llegan a depositarse en forma de

lipofuscina.

La lipofuscina es un cromdforo con un papel fotosensibilizador en el RPE.
Después de absorber un foton de alta energia, en especial la de la luz azul, se
producen una serie de reacciones fotoquimicas que aumentan la formacion de
ROS, con el consiguiente dafio fotoquimico en las células de la retina y RPE. Estas
alteraciones inducen la formacion de drusas entre las células del EPR y la

membrana de Bruch provocando un empeoramiento de la DMAE?>.

(En el apartado 3.4.1. se han descrito las rutas y mecanismos de estrés
oxidativo asociados a la DMAE)

La inhibicién de los VEGF puede alterar la homeostasis de la vasculatura
normal y aumentar la formacion de ROS?*. A pesar de resultados alentadores en
la detencion de la enfermedad y la mejora de la vision, las inyecciones intravitreas
de agentes anti-VEGF pueden estar asociadas con efectos adversos sistémicos y
oculares?”. Dada la expresién de los VEGF y sus receptores en la retina de
adultos, y la activaciéon constitutiva del receptor, diversos investigadores
plantearon la hipdtesis de que los VEGF juegan un papel importante en el
mantenimiento y la funcién de la retina de adultos y que los agentes anti-VEGF
pueden anular la funcion fisioldgica y neutralizar el papel de neuroproteccion de
los VEGF?7.
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El objetivo de este capitulo es determinar la actividad antioxidante total, la
actividad de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR) y superdxido dismutasa (SOD) y biomarcadores de estrés
oxidativo como son los grupos carbonilo, y el cociente glutation
reducido/glutation oxidado (GSH/GSSH) en pacientes con DMAE exudativa
comparado con un grupo control. Ademas analizaremos el efecto del tratamiento
anti-VEGF (Pegaptanib (Macugen ®) o Ranibizumab (Lucentis ®))sobre estos

parametros.

5.3.1. Material y métodos

5.3.1.1. Metodologia y muestra poblacional

A 73 pacientes con DMAE exudativa, que nunca habian recibido

tratamiento anti-VEGF se les dividio de forma aleatoria en dos grupos:
-37 pacientes recibieron 0,3 mg de Pegaptanib (Macugen ®).
-36 pacientes recibieron 0,5 mg de Ranibizumab (Lucentis ®).

El ranibizumab se administré cada 4 semanas y el pegaptanib cada 6
semanas. El tratamiento se realizd durante 6 meses y se llevo a cabo conforme a
las Directrices de practica clinica de la SERV (Sociedad Espafiola de Retina y
Vitreo).

Los analisis de la actividad antioxidante total, las enzimas antioxidantes y
los biomarcadores de estrés oxidativo: grupos carbonilo y cociente GSH/GSSH se
realizaron antes y después de la terapia anti-VEGF (Tabla 15). Para la realizacion
de este estudio, fue necesario un subgrupo control de 80 individuos sanos (se
utilizard el mismo control para la determinacién de Hcy plasmatica del capitulo
5.4).
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Tabla 15. Poblacién de pacientes con DMAE y grupo control del estudio de antioxidantes y

biomarcadores de estrés oxidativo.

N=170 (edad media de 71 afios, rango 55-78)
GRUPO CONTROL
Mujeres= 82 Hombres= 88
PACIENTES N= 163 (edad media de 71 anos, 55-82)
CON DMAE Mujeres =83 Hombres=80
T . N=37 (71£ 6 anos)
ratamiento
PACIENTES CON DMAE - b
TRATADOS egaptani Mujeres=20 Hombres= 17
N= 73 (edad media de 71 ) N= 36 (70 + 4 afios)
R Tratamiento
anos, rango 55-82) Ranibi b
anibizima Mujeres=20 Hombres=16

5.3.1.2. Toma de muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se obtuvieron en ayunas de la vena
antecubital de cada paciente, mediante puncién intravenosa por personal
sanitario autorizado. Se obtuvieron dos muestras de cada paciente, la primera,
antes de iniciar la terapia anti-VEGF y la segunda después del tratamiento, que

presenta una duracion de 6 meses.

Los andlisis (Tabla 16) se procesaron en suero o plasma segun el
parametro analizado y se realizaron en los laboratorios de la Universidad Catdlica

de Murcia.
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Tabla 16. Marcadores analizados

Marcadores del estado antioxidante Biomarcadores de estrés

oxidativo

1. Actividad antioxidante total (uM Trolox)

5. Proteinas
2. Glutation peroxidasa (U/L)
oxidadas(pumol/mg)

3. Glutation reductasa (U/L) 6. GSH/GSSH (uM)

4. Superdxido dismutasa (U/Hg)

5.3.1.3. Parametros bioquimicos

5.3.1.3.1. Estado antioxidante total.

El Estado Antioxidante Total (TAS) ha sido cuantificado por el método
ORAC.

Es el inico método que combina en un solo valor el tiempo y velocidad de
inhibicién del dafio oxidativo y proporciona una orientacién aproximada de la

capacidad antioxidante de los alimentos en el organismo.

Con este ensayo se mide la degradacion oxidativa de la fluoresceina al ser
atacada por el 2,2'-azobis (2 amidinopropane) dihidro-clorido (AAPH)?*. Este
meétodo se basa en la diferente emision fluorescente de la B-PE en el proceso de

oxidacion inducido por el radical AAPH?®.

El método ORAC cuantifica la capacidad antioxidante como el area de
proteccion neta en la curva de disminucion de fluorescencia en presencia de un
antioxidante. Por tanto, surge el concepto de integracion al considerar esta area
neta reflejando a la vez el tiempo (rapidez) y la extensién (cantidad) en la

capacidad antioxidante (disminucion de la emision fluorescente).

La solucion stock de fluoresceina (FL) (4 pM) se realizé en tampoén fosfato

sédico 75 mM pH 7.4 y se conservo a -20 °C durante un maximo de cuatro
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semanas. La solucién de FL se prepar6 en tampon fosfato sédico mediante una

dilucion de la disolucion stock, a una concentracion final de 6 mM.

La concentracion de la disolucion stock de acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox C) utilizada para la elaboracion de la recta
patron fue de 0.25 mM y se prepard en tampdn fosfato sddico 75 mM, pH 7.4. El
suero se diluy6 en tampodn fosfato sodico 75 mM pH 7.4. El radical AAPH se
prepar¢ diariamente a una concentracion 127 mM en tampon fosfato sddico 75
mM, pH 7.4.

Las medidas de capacidad antioxidante por el método ORAC-FL se
llevaron a cabo en un lector de microplacas Synergy HT multi-detec
microplatereader de Biotek Instruments, Inc (Winooski, VI, USA), utilizando
placas de 96 pocillos de poliestireno con paredes negras y fondo transparente de
Nalge Nunc International (Roskilde, Denmark). La fluorescencia de las muestras
se ley6 por el fondo claro de la placa, usando una longitud de onda de excitacion
de 485/20 nm, y un filtro de emision de 528/20 nm. El lector de placas fue

controlado por el software KC4, version 3.4.

La capacidad de absorcion del radical se determind por el método descrito
por Davalos et al.?!con ligeras modificaciones??. La reaccion se llevo a cabo en
tampodn fosfato sdédico 75 mM, pH 7.4, en un volumen final de 200 pL, compuesto
por 100 uL de solucién de FL (con una concentracion final de 3 nM), 0-70 uL de
bebida antioxidante, 30 uL de AAPH (con una concentracion final de 19 mM) y el
resto, hasta completar los 200 uL, tampon fosfato sédico 75 mM, pH 7 4.

La mezcla de reactivos en ausencia del radical AAPH se incubd durante 30
minutos a 37 °C, dispensando inmediatamente después la solucion del radical,
usando para ello una pipeta multicanal. Seguidamente la microplaca se colocé en
el lector y la fluorescencia fue registrada cada segundo y cada 14 segundos
durante 2 horas. La microplaca se agitdé automaticamente antes de cada lectura.
En cada ensayo se realiz6 un blanco que contenia FL y AAPH con tampon fosfato
sodico. Se realiz6 una recta de calibrado con 8 concentraciones diferentes de
Trolox, resultando la ecuacion y = 1.427x + 0.04 (r2 = 0.9959).

5.3.1.3.2. Cociente GSH/GSSG
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El GSH es un tripéptido (y-Glutamilcisteinilglicina) con un grupo tiol libre.
Es un antioxidante que proporciona equivalentes reductores a la enzima GPx,
enzima que cataliza la reduccion de perdxidos lipidicos y perdxido de hidrogeno.
Durante este proceso el GSH pasa a GSSH, que es reciclado a glutation reducido
por la enzima GR y nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH).
Cuando las células son expuestas a estrés oxidativo, la relacion GSH/GSSH

disminuye como consecuencia de la acumulacion de GSSH.

La determinaciéon GSH/GSSH se utiliza como indicador de estrés oxidativo

y para monitorizar la efectividad de intervenciones con antioxidantes.

Hemos utilizado el Kit Oxis Research TM. Bioxytech GSH/GSSH-412 TM.
El método utiliza el reactivo de Ellman (5-5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico o
DTNB), el cual reacciona con GSH para formar un producto detectable
espectrofotométricamente a 412 nm. El GSSH puede ser determinado por

reduccion de GSSH a GSH, el cual es determinado por la reaccion con el reactivo
de Ellman.

El método de Tietz utiliza el cambio de color desarrollado durante la

reaccion y la velocidad de reaccion es proporcional a las concentraciones de GSH
y GSSH.

2GSH + ROOH —£ 5> ROH + GSSG + H,O
GSSH + NADPH + H* —<R s NADPH" + 2GSG

5.3.1.3.3. Glutation peroxidasa

La GPx cataliza la oxidacion del GSH por el hidroperdxido de cumeno. La
GR y NADPH es inmediatamente convertida en su forma reducida con una
oxidacion concomitante de NADPH en NADP*. Se mide la disminucion de la
absorbancia a 340 nm?®. Para los analisis se utilizo el kit RS 504 (laboratorios
Randox).

Se utiliza sangre heparinizada por lo que se recomienda el reactivo de
Drabkin para su dilucion debido a que la presencia de peroxidasas en la sangre

humana puede conducir a falsos resultados (mas elevados). La adicion de cianuro
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sirve para inhibir esta interferencia positiva.

La concentracion de GPx se calcula a partir de la siguiente formula:

u . *
T de hemolisado = 8412* AA 340 n%in

Los resultados se expresan finalmente en U/g Hb (unidades enzimaticas/g

de hemoglobina) calculados a través de la siguiente formula:

Unidades GPV
1

Valor de la muestra = 0om =8 Hb// dL

5.3.1.3.4. Glutation reductasa
La GR cataliza la reduccion del GSSH en presencia de NADPH, el cual es

oxidado a NADP*. Se mide la disminucién de la absorbancia a 340 nm. Para los

analisis se utilizo el kit GR 2368 suministrado por laboratorios Randox?#.
NADPH +H" +GSSG—*— NADP" + 2GSH

Se centrifuga 0.5 mL de sangre total durante 5 minutos a 2000 r.p.m. y se
elimina el plasma lavando tres veces (resuspendiendo en una solucion de NaCl al
0.9% y centrifugando 5 minutos a 2000 r.p.m. cada vez). A continuacion se lisan
las células resuspendiéndolas en 0.5 Ml de agua bidestilada fria, se dejan 10
minutos entre 2 y 8 °C y se centrifuga el lisado durante 5 minutos a 2000 r.p.m.
Finalmente se diluyen 100 uL de lisado con 1.9 mL de NaCl al 0.9% y se analiza.

Para el célculo de resultados debemos conocer los valores de hemoglobina
del individuo. La concentracion de GR se calcula a partir de la siguiente formula:

% — 4983 x AA 3401

min
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5.3.1.3.5. Superoxido dismutasa

La funcién de la SOD es acelerar la dismutacion de un radical toxico, el
radical superoxido (Oz), producido durante un proceso oxidativo enérgico, en
peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular?®. Para los andlisis se utilizo el kit SD

125 suministrado por laboratorios Randox.

Este método emplea xantina y xatin oxidasa (XOD) para formar radicales
superdxido, los cuales reaccionan con cloruro de 2-(yodofenil)-3(4-nitrofenol)-5-
fenil tetrazolio (LN.T.) para formar un colorante formazan rojo. Se mide la
actividad de la superdxido dismutasa espectrofotométricamente por el grado de

inhibicién de esta reaccién.

Xantina—>2— Acido tirico + O,

I.N.T.—2%2—5 colorante formazin

O, +0,” +2H" =222 50, +H,0,

Se utilizan muestras de sangre entera heparinizada o con EDTA. Para ello
se centrifugan 0.5 mL de sangre entera durante 10 minutos a 3000 r.p.m. y
después se lavan los eritrocitos cuatro veces (con solucion Na Cl al 0.9%
centrifugando después de cada lavado). El lavado de eritrocitos se completa con
agua bidestilada fria, se mezcla y se deja reposar durante 14 minutos a 4 °C.

Finalmente el lisado se diluye con Tampén Fosfato pH 7.0.

La concentracion de SOD se calcula a partir de la siguiente férmula:

A —-A AA ,
) patron o de muestra
3 min

Todos los indices tanto de los patrones como de las muestras diluidas
deben ser convertidos en porcentajes del indice del blanco y sustraidos del 100%

para obtener un porcentaje de inhibicion:

_ t *
100 — (AA mues r%m.n 100)
AASL,
%ﬂin

= %inhibicion
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Se utiliza el porcentaje de inhibicién de la muestra para obtener las

unidades de SOD de la curva patron segun:

UU de SOD /mL de sangre entera =
=UU de SOD en la curva patron/mL x factor de dilucion

Los resultados finales se expresan en U/g Hb conseguidos a través de la

siguiente formula, una vez conocidos los gramos de hemoglobina del individuo.

Unidades SOD,

%nL = Unidades de 5017 de hemoglobina
g HW 8

mL

5.3.1.3.6. Grupos carbonilo. Marcadores de oxidacion proteica

Se analiza mediante un ensayo ELISA en muestras de suero sanguineo.
Para el andlisis se ha utilizado el kit PCKIT P081 suministrado por BioCell

Corporation Limited.

La concentracion de grupos carbonilo en una muestra proteica se
determina por derivatizacion con dinitrofenihidracina (DNP). El método ELISA
permite medir cuantitativamente grupos carbonilo en cantidades de microgramos
de proteina. El principio del ensayo es el siguiente: las proteinas de la muestra
reaccionan con el DNP, quedando el DNP-proteina ligada a la placa ELISA. El
DNP no conjugado y los constituyentes no proteicos son eliminados mediante un
lavado. A continuacidon la DNP-proteina absorbida reacciona con el anti-DNP-
biotin anticuerpo y se une la estreptavidina HRP a este complejo. Posteriormente
se anade el agente cromatico que contiene peroxido, el cual cataliza la oxidacion

produciendo color. Para finalizar se mide la absorbancia a 450 nm?%.

5.3.1.4. Los efectos adversos

Durante los 6 meses de duracion del estudio no se registré ningtn efecto

adverso ocular o sistémico en la muestra poblacional.
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5.3.2. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre el TAS en pacientes con DMAE

exudativa

Se observa que los pacientes con DMAE exudativa presentan unos valores
medios de actividad antioxidante total menores que los observados en el grupo
control (166,6 * 20,4 versus 1845 + 235 uMTrolox respectivamente),
observandose diferencias significativas (p<0,05). Estos resultados coinciden con
los observados por Shen et al.?” y sugieren que las alteraciones en la homeostasis
de los procesos de oxido-reduccion estan relacionadas con la patologia de la
DMAE.

En la siguiente tabla (Tabla 17) se muestran los valores medios de la
actividad antioxidante inicial en el grupo control y en los enfermos de DMAE que
son tratados con la terapia anti-VEGF (Pegaptanib o Ranibizumab) y el efecto del

tratamiento sobre estos valores.

Cuando comparamos la actividad media antioxidante iniciales de los
pacientes con DMAE exudativa y el grupo control observamos una disminucion
de dicha actividad. Ademads, cuando se compara la actividad antioxidante media
inicial de los dos grupo de estudio, se observa que los pacientes tratados con
ranibizumab tienen mayor actividad antioxidante (202,4+27,4 uMTrolox) que los
pacientes tratados con pegaptanib (166,6+20,4 pMTrolox), observandose
diferencias significativas. En ambos grupos tras la administracion del tratamiento
anti-VEGF se observa una disminucion de la actividad antioxidante, sin

observarse diferencias significativas (p=0,05).
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Tabla 17. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre TAS de pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
TAS 197,5+17,3 166,6+20,4* 151,2+16,5 202,4+27,4* 193,7+122,1

(uMTrolox)

TAS: actividad antioxidante total. Los resultados se expresan como media + desviacion
estandar. *p< 0.05 diferencias significativas entre los valores iniciales respecto a los dos
grupos DMAE

5.3.3. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre el cociente GSH/GSSH en pacientes
con DMAE exudativa

Los valores medios del cociente GSH/GSSH observados en pacientes con
DMAE exudativa son inferiores a los observados en un grupo control (7,2 + 1,4
uM versus 7,5 uM respectivamente), no observandose diferencias significativas.
Estos resultados coinciden con los resultados observados por Julius et al? y
Samiec et al*® que muestran que pacientes con enfermedades crénicas
presentaban niveles de glutation reducido mas bajos que los individuos sanos.
Por tanto, los niveles bajos de GSH producen a nivel celular un mayor riesgo de
dafio oxidativo. Sin embargo, Cai et al?** observaron que el estado redox del
sistema glutation no variaba significativamente en pacientes con DMAE. Otros
autores?*?! observaron niveles superiores de glutatiéon oxidado en pacientes con
DMAE.

Cuando se comparan los valores medios iniciales del cociente GSH/GSSH
en los dos grupos de estudio se observa que los pacientes tratados con pegaptanib
tienen valores superiores que los pacientes tratados con ranibizumab,
observandose diferencias significativas (8,2 £1,4 uM versus 6,2 £1,1 uM) (tabla
18).
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Tras la terapia anti-VEGF en todos los pacientes se observa una ligera
disminucion del cociente GSH/GSSH, si bien no se observan diferencias
significativas (p=0,05) (Tabla 18).

Tabla 18. Efecto del tratamiento anti-VEGF (Pegaptanib o Ranibizumab) sobre el cociente
GSH/GSSH de pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
GSH/GSS 8,512 8,2+1,4 7,9+1,6 6,2 +1,1 5,842,1

H (uM)

GSH/GSSH: glutatién reducido/oxidado. Los resultados se expresan como media *

desviacion estandar.

5.3.4. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la enzima glutation peroxidasa (GPx)
en pacientes con DMAE exudativa

Cuando se comparan los valores medios de la actividad de la enzima
glutation peroxidasa en pacientes con DMAE con los observados en un grupo
control, se muestran valores superiores en el grupo control si bien no se observan
diferencias significativas (7387,4+037 U/L versus 7913,6+265 U/L). Estos resultados
coinciden con los observados por otros autores*>?y estan en desacuerdo con los
resultados observados por Cohen et al.?** que observaron actividades similares en

ambos grupos y Yildirim et al.

Venza et al.?® y Evereklioglu et al.' demostraron que la actividad de la
enzima GPx es inferior en el plasma y eritrocitos de pacientes con DMAE que en

un grupo control.

Nuestros resultados coinciden con la mayoria de los resultados
publicados, es decir, menor actividad de la enzima GPx en pacientes
diagnosticados con DMAE respecto al grupo control. Inicialmente el valor medio
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de la actividad de la enzima GPx es menor en los pacientes tratados con
pegaptanib que en los pacientes tratados con fue ranibizumab, sin embargo no se
observan diferencias significativas (p>0,05). Tras la administracion de la terapia
anti-VEGF se produjo una disminucion de estos valores, si bien no se observan

diferencias significativas.

En la siguiente tabla (tabla 19) se observan los valores medios iniciales de
la actividad de la enzima GPx antes y después de la terapia anti-VEGF y los

valores del grupo control.

Tabla 19. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre GPx de pacientes con DMAE exudativa y grupo control

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab

Inicio Final Inicio Final

GPx(U/L) 7450£1501  7149,1£2120  6549,1£1511 7328,1+1954 6728+1846

GPx: glutation peroxidasa. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.

5.3.5. Efecto de la terapia anti-VEGF en la actividad de la enzima glutation

reductasa (GR) en pacientes con DMAE exudativa

Cuando se comparan los valores medios de la actividad de la enzima
glutation reductasa en pacientes con DMAE con los observados en un grupo
control, se muestran valores superiores en el grupo control, observdndose
diferencias significativas (54,1+3,4 U/L wversus 59,3+4,7 U/L). Estos resultados
coinciden con los observados por otros autores?®*?5. Venza et al.?® y Evereklioglu
et al.’ observaron que la actividad de la enzima GR es inferior en el plasma y
eritrocitos de pacientes con DMAE que en un grupo control.

Inicialmente el valor medio de la actividad de la enzima GR es menor en

los pacientes tratados con ranibizumab que en los pacientes tratados con
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pegaptanib, observandose diferencias significativas (p=0,05). Tras la
administracion de la terapia anti-VEGF se produjo una disminucién de estos

valores, si bien no se observan diferencias significativas (Tabla 20).

Tabla 20. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre GR de pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
GR (U/L) 57+3.5 54.1+3.4* 52.6+2.4  50.6+2.9% 48.7+2.7

GR: glutation reductasa. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
*p< 0.05 diferencias significativas entre los valores iniciales respecto a los dos grupos

DMAE

5.3.6. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la actividad de la enzima superdxido

dismutasa (SOD) en pacientes con DMAE exudativa

Los valores medios observados en pacientes con DMAE exudativa son
inferiores a los observados en un grupo control (825,8+25,4 Ug/Hb wversus
947,8+27,2 Ug/Hb, respectivamente), observandose diferencias significativas entre
ambos grupos analizados. Estos resultados coinciden con los resultados
observados por Evereklioglu et al'®, Popovici et al*? y Venza et al.?® que
muestran que pacientes con DMAE presentan niveles inferiores de la actividad de
la enzima SOD. Sin embargo, Cohen et al®®* muestran unos resultados similares

en el grupo control que en los pacientes con DMAE.

Inicialmente el valor medio de la actividad de la enzima SOD es menor en
los pacientes tratados con ranibizumab que en los pacientes tratados con fue
pegaptanib, no observandose diferencias significativas (p=0,05). Tras la
administracién de la terapia anti-VEGF se produjo una disminucion de estos

valores, si bien no se observan diferencias significativas (Tabla 21).
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Tabla 21. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre SOD de pacientes con DMAE exudativa.

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
SOD 890.8455.8 885.8425.4  845.8422.1 815.8+75.8 795.8475.8

(Ug/Hb)

SOD: superdxido dismutasa. Los resultados se expresan como media + desviacion

estandar.

5.3.7. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la concentracion de grupos carbonilo

(marcadores de la oxidacion proteica) en pacientes con DMAE exudativa

Cuando se comparan los valores medios de la concentracion de grupos
carbonilo en pacientes con DMAE con los observados en un grupo control, se
muestran valores superiores en pacientes con DMAE observandose diferencias
significativas (70,1+6,0 umol/mg versus 60.3 +4.1 umol/mg). Estos resultados
coinciden con los observados por Venza et al®> que observaron que la edad
disminuye el estado antioxidante y aumenta el estado oxidante y por tanto,
aumenta los grupos carbonilos en los pacientes con DMAE. Serap et al®*
observaron también un aumento de los grupos carbonilos en pacientes con

DMAE respecto al grupo control.

Inicialmente se observa que el valor medio en la concentracion de grupos
carbonilo es superior en los pacientes tratados con Pegaptanib que en los

pacientes tratados con Ranibizumab, observandose diferencias significativas.

Tras la terapia anti-VEGF, tanto en los pacientes tratados con Pegaptanib
como en los tratados con Ranibizumab se observd un aumento del valor medio de

grupo carbonilos, no observandose diferencias significativas (Tabla 22).
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Tabla 22. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre grupos carbonilos de pacientes con DMAE exudativa y el grupo control.

CONTROL Pegaptanib Ranibizumab
Inicio Final Inicio Final
Grupos 65+3,1 72,1+7,0* 75,1£8,1 68,3 +4,1* 71.8+5,8
carbonilo
(umol/mg)

Los resultados se expresan como media * desviacion estandar. *p< 0.05 diferencias

significativas entre los valores iniciales respecto a los dos grupos DMAE
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5.4. EFECTO DEL TRATAMIENTO ANTI-VEGF SOBRE LOS NIVELES DE
HOMOCISTEINA PLASMATICA Y EN HUMOR VITREO

Los niveles elevados de homocisteina (hcy) plasmaticos son tdxicos para el
endotelio vascular por: favorecer la liberacion de radicales libres, producir un
entorno de hipercoagulabilidad y cambios estructurales en las proteinas por la
homocisteina-tiolactato. Ademas la Hcy combinada con LDL se agrega a
macrofagos en el vaso promoviendo su oxidacion y causando la modificacion el
endotelio vascular (Figura 6). (En el apartado 3.6.2. se indican todos los

mecanismos fisioldgicos de la Hcy en el RCV).

Hcy

Homocysteine
thiolactone Homocystine

Aggregates

Foam cells

L Endothelial
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Lipid
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g

oxidation |

Figura 6. Intervencion de la homocisteina en el proceso aterotrombdtico.?s”

La Hcy produce varios efectos tdxicos a nivel celular, tales como la
estimulacion de los receptores del N-metil-D-aspartato (NMDA)?%. La toxicidad
de la Hcy sobre la capa de células ganglionares de la retina como consecuencia de

esta estimulacién, provoca apoptosis en la retina y causa dafios en las células
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ganglionares. Viktorov et al?® observaron in vitro que concentraciones elevadas de
Hcy en tejidos de la retina de ratas producen alteraciones en la capa nuclear
interna y externa, y en la capa de células ganglionares. La elevacion cronica de los
niveles de Hcy en animales causa un incremento de los marcadores de

inflamacion?2e0.

La Hcy es un aminodcido precursor del sulfuro de hidrégeno (HzS), que se
forma mediante una reaccion de transulfuracion catalizada por las enzimas
cistationina [3-sintasa y cistationina y-liasa. El HaS ha surgido recientemente como
un nuevo mediador en la homeostasis cardiovascular; actia como un potente
vasodilatador y desempefa varias funciones que incluyen la regulacion del
didmetro de los vasos, la proteccion al endotelio del estrés redox, mejora las
lesiones por isquemia-reperfusion y la inflamacion croénica. Sin embargo, no esta
claro el mecanismo responsable de estos efectos beneficiosos. La hHcy disminuye
la produccion de H:S (agente de proteccion vascular incluso a bajas

concentraciones)?! .

Son varios los estudios que relacionan de forma significativa los niveles
plasmaticos elevados de Hcy y el riesgo de DMAE®/#7137138147-149,151 . Ademds, como
se ha comentado en el apartado 5.1 la hHcy parece estar claramente asociada con

un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular y cerebrovascular.

La Hcy tiene un efecto estimulante sobre la expresion de los VEGF en las
células gliales de la retina, por tanto es un factor angiogénico potente que
agravaria la neovascularizacion producida en la DMAE. Roybal y cols.??
observaron que la Hcy aumenta la expresion de los VEGF en el RPE. Lee y col.?¢

observaron que la hHcy aumenta los niveles de VEGF en la retina de ratas.

Los VEGF ejercen un efecto protector a nivel sistémico ya que intervienen
en la supervivencia de las células endoteliales, en la prevencion de la apoptosis y
en la induccidon de la expresion de proteinas antiapoptosis. Ademas, presentan
efectos mitogénicos sobre diferentes células, tales como las células del EPR y
mejoran la permeabilidad vascular mediante la produccion de NO. Los VEGF

intervienen en la regulacion de la presion arterial induciendo la vasodilatacion.
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El objetivo de este capitulo es analizar el efecto de la terapia anti-VEGF en
los niveles de homocisteina en vitreo y en plasma. Este estudio nos permitira
conocer si el tratamiento con la terapia anti-VEGF aumenta el riesgo

cardiovascular.

5.4.1. Metodologia de analisis de la homocisteina en pacientes con DMAE

exudativa

5.4.1.1. Metodologia y muestra poblacional

A 73 pacientes con DMAE exudativa, que nunca habian recibido

tratamiento anti-VEGEF se les dividi6 de forma aleatoria en dos grupos:
-37 pacientes recibieron 0,3 mg de Pegaptanib (Macugen ®).
-36 pacientes recibieron 0,5 mg de Ranibizumab (Lucentis ®).

El ranibizumab se administré cada 4 semanas y el pegaptanib de sodio
cada 6 semanas. El tratamiento se realizd6 durante 6 meses y se llevo a cabo
conforme a las Directrices de practica clinica de la SERV (Sociedad Espafiola de

Retina y Vitreo).

Los analisis de Hcy en plasma y en vitreo se realizaron antes y después de
la terapia anti-VEGF. Para la realizacién de este estudio, fueron necesarios dos
grupos control. Un grupo control, constituido por pacientes con membrana
epirretiniana idiopatica, como grupo control del andlisis de la homocisteina en
vitreo y un grupo control de 80 individuos sanos, para el andlisis de la

homocisteina plasmatica (Tabla 23).
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Tabla 23. Poblacién de pacientes con DMAE y grupo control del estudio de homocisteina

plasmatica e invitreo.

GRUPO CONTROL de GRUPO CONTROL de
homocisteina plasmatica homocisteina en vitreo
GRUPOS N= 80 (75 + 2 anos) N=40 (76 £ 4 anos)
CONTRO- ) Hombres= )
Mujeres= 40 Mujeres= 20 Hombres=20
LES 40
Tratamiento NS (R beries)
PACIENTE i
¢ S | Pegaptant Mujeres=20 Hombres=17
CON DMAE
- N=36 (70 + 4 afos
(N=73) (71| Tratamiento ( )
anos, rango .
55-82) il Mujeres=20 Hombres=16

5.4.1.2. Toma de muestras

Las muestras de sangre (5 mL) se obtuvieron en ayunas de la vena
antecubital de cada paciente, mediante puncion intravenosa por personal
sanitario autorizado. Se obtuvieron dos muestras de cada paciente, la primera,
antes de iniciar la terapia anti-VEGF y la segunda después del tratamiento, que

presenta una duracion de 6 meses.

La extraccion del humor vitreo (0,3 mL) se realizé mediante aspiracién con

una jeringa de 1 ml, antes y después del tratamiento anti-VEGF en quiréfano.

Los andlisis para la determinacién de los niveles de Hcy plasmatica se
realizaron en los laboratorios del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia).

Los analisis de Hcy en vitreo se realizaron en los laboratorios del servicio

de andlisis clinicos del Hospital Quirén de Murcia.
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5.4.1.3. Parametros bioquimicos

5.4.1.3.1. Determinacion de Homocisteina plasmatica y en humor vitreo

La mayor parte de la Hcy plasmatica se encuentra unida a albiimina, en
forma de homocisteina-disulfito, o en forma mixta de disulfito con cisteina. Por
tanto antes de llevar a cabo la determinacion de Hcy es necesario generar Hcy

libre por reduccion.

Los niveles de Hcy se midieron en un analizador BN ProSpec® (de
acuerdo con el protocolo suministrado en el kit de Siemens N Latex HCY OPAX
03).

La Hcy y las formas de Hcy presentes en la muestra se reducen y forman
Hcy libre utilizando el ditiotreitol (DTT). La Hcy libre se convierte en SAH (S-
adenosil-L- Hcy) utilizando la SAH hidrolasa y exceso de adenosina. Por ultimo,
se produce la fase de inmuno-precipitacion, con formacién de inmunocomplejos
solubles, cuya concentracion es directamente proporcional a la concentracion de

Hcy en la muestra'®.

5.4.1.4. Efectos adversos

Durante los 6 meses de duracién del estudio no se registré ningun efecto

adverso ocular o sistémico en la muestra poblacional.

5.4.2. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la homocisteina plasmatica en
pacientes con DMAE exudativa

Cuando comparamos los valores medios de Hcy plasmatica de los
pacientes con DMAE (en el grupo de pegaptanib 13.0 £ 4.2 umol/L y en el de
ranibizumab 12.8 + 2.5 umol/L) se observan valores superiores que los observados
en el grupo control (10.78 + 0.6 umol/L) (p=0,03).

Inicialmente, no se observan diferencias significativas (p>0,05) en los
niveles de Hcy plasmatica, entre los pacientes que son tratados con Pegaptanib y

los pacientes tratados con Ranibizumab (13.0 + 4.2 umol/L y 12.8 £ 2.5 umol/L
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respectivamente). Tras el tratamiento anti-VEGF no se observan diferencias

significativas en los valores de Hcy plasmatica (Tabla 24).

Tabla 24. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre los niveles de Hcy plasmatica en pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

Pegaptanib Ranibizumab CONTROL
Parametro Inicial Final Inicial Final
Hcy 13.0 + 4.2* 13.8£3.5 12.8 +2.5% 11.1+1.5 10.78 + 0.6*

(meI/L)

Hcy: homocisteina. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.*p< 0.05

diferencias significativas entre el grupo control y DMAE.

5.4.3. Efecto de la terapia anti-VEGF sobre la homocisteina en humor vitreo en
pacientes con DMAE exudativa

Cuando comparamos los niveles de Hcy en vitreo de pacientes con DMAE
exudativa con los observados en un grupo control, se observa que los pacientes

con DMAE presentan niveles superiores (p=0,02).

Inicialmente, antes de comenzar el tratamiento anti-VEGF (Pegaptanib o
Ranibizumab), se observa que los pacientes que reciben el tratamiento con
Ranibizumab presentan valores de Hcy en vitreo superiores que los pacientes que

reciben el tratamiento con Pegaptanib (p=0,04) (Tabla 24).

Tras la administracion de la terapia anti-VEGF, no se observan cambios
significativos (p=0,05) (Tabla 25).

No se observa correlacion entre los niveles de Hcy en vitreo y los niveles

de Hcy plasmatica.



152 NOEMI MANRESA RAMON

Tabla 25. Resultados de Pegaptanib o Ranibizumab antes y después de la administracion

sobre la Hcy en humor vitreo de pacientes con DMAE exudativa y grupo control.

Pegaptanib Ranibizumab CONTROL
Parametro Inicio Final Inicio Final
Hcy 1.00£0.3* 09+04 1.4+ 0.6** 1.2+04 0,19+ 0.1*

(umol/L)

Hcy: homocisteina. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.*p< 0.05
diferencias significativas entre el grupo control y DMAE. **p<0.05 diferencias

significativas entre los valores iniciales respecto a los dos grupos DMAE.

Considerando los niveles de Hcy plasmdatica como marcador de riesgo
cardiovascular, observamos que el tratamiento anti-VEGF no aumenta el riesgo
cardiovascular.

Los farmacos anti-VEGF deben administrarse con precaucién y el uso
intravitreo a largo plazo de anti-VEGF puede tener efectos colaterales en las
células de la retina, aunque estos resultados sdlo se han confirmado en modelos
animales?32%4, El uso de anti-VEGF no es tan optimista como lo era hace varios
anos. Ademas, el farmaco que se dirige al proceso angiogénico para bloquearlo
puede provocar la estimulacion y aceleracion del desarrollo de enfoques
alternativos antiangiogénicos. La inhibicion de la via del VEGF puede perturbar
el mantenimiento homeostatico de la vascularizaciéon normal y dar lugar a retraso
en la cicatrizaciéon de las heridas, hipertension, proteinuria, trombosis y
hemorragias?26.

A nivel de practica clinica, no se ha observado un incremento de los
efectos secundarios tromboembdlicos inducidos por la terapia anti-VEGEF, pero se
recomienda la monitorizacion de los factores de riesgo cardiovascular de los
pacientes con DMAE exudativa en tratamiento continuado.

La mayoria de los estudios publicados® 137138147149, 187, 266coinciden con la

relaciéon de a mayores niveles plasmaticos de Hcy mayor riesgo de DMAE
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exudativa (sobre la DMAE atréfica no hay relacion); sin embargo, no hay un valor
fijo de valor de Hcy!*.

Solamente hemos encontrado dos estudios en los que se determinan las
concentraciones de Hcy en humor vitreo aunque en patologias oculares
diferentes a la DMAE?72¢%, Coral y cols.?” analizaron los niveles de Hcy vitrea en
pacientes con retinopatia diabética proliferativa y en pacientes con
desprendimiento de retina regmatogeno, observando niveles superiores en ambas
patologias oculares respecto al grupo control. Aunque las etiologias son
diferentes, el aumento de los niveles de Hcy en pacientes con retinopatia diabética
proliferativa podria ser debido a una alteracion en la permeabilidad de la barrera
retiniana, mientras que en los pacientes con desprendimiento de retina
regmatogeno podria ser debido a la desintegracion de la barrera retiniana externa.
La pérdida de permeabilidad de la barrera hemato-retiniana o su degradacion
(exterior e interior) puede aumentar la difusion de Hcy al humor vitreo.

Varios autores®® en pacientes con retinopatia diabética proliferativa,
observaron niveles elevados de homocisteina en vitreo superiores a los
observados en un grupo control. Ademds observaron una relacidon entre los
niveles de Hcy plasmatica, vitrea y acuosa en los pacientes con retinopatia
diabética proliferativa.

Nuestros resultados coinciden con los resultados observados en los
estudios anteriores, ya que los pacientes con DMAE exudativa presentan niveles

superiores de Hcy vitrea y plasmatica que el grupo control.



6. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES
1. A pesar de que no encontramos diferencias en el perfil lipidico de los

pacientes con DMAE respecto al grupo control, si las hemos encontrado en los
marcadores de inflamacion analizados, que también son predictivos de riesgo
cardiovascular como la PCR, el fibrindgeno y la homocisteina plasmatica. A
este respecto serian necesarios estudios posteriores que confirmaran esta
asociacion, puesto que los resultados encontrados en la literatura son

controvertidos.

Transcurridos 6 meses de la inyeccion intravitrea de los dos tratamientos anti
VEGF administrados a los pacientes con DMAE, no encontramos cambios en
el perfil lipidico o en los marcadores de riesgo cardiovascular analizados,
respecto al inicio del tratamiento. Por esto podemos concluir que el
tratamiento con los dos anti VEGF utilizados en el estudio no modifica el

riesgo cardiovascular del paciente con DMAE

Los pacientes con degeneracion macular asociada a la edad presentan valores
inferiores de actividad antioxidante total y de enzimas antioxidantes como la
enzima superoxido dismutasa y glutation reductasa, observandose diferencias

significativas.

Los niveles medios del cociente glutation reducido/glutatiéon oxidado es
inferior en los pacientes con DMAE exudativa que en el grupo control, si bien
no se observan diferencias significativas. Los valores medios de grupos
carbonilo (marcador de oxidacién proteica) son superiores en los pacientes

con DMAE que en el grupo control.

Se observa que los pacientes con DMAE exudativa presentan mayor estrés
oxidativo que un grupo control, por tanto el consumo de antioxidantes podria

prevenir esta enfermedad y/o enlentecer su progresion.

Tras la terapia anti-VEGF (Pegaptanib o Ranibizumab), no se observan

cambios significativos en la actividad antioxidante total, las enzimas
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antioxidantes, el cociente glutation reducido/glutation oxidado ni en los

grupos carbonilo, marcadores de la oxidacion proteica.

7. Los pacientes con DMAE exudativa presentan niveles medios superiores de

homocisteina plasmatica y en vitreo que un grupo control.

8. Tras la administracion de la terapia anti-VEGF ((Pegaptanib o Ranibizumab),
no se observan cambios significativos en los valores medios de homocisteina
plasmatica y en vitreo. No se observa correlacion entre los niveles de

Homocisteina en vitreo y los niveles de Hcy plasmatica.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO



Vicerrectorado de Investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA

SAN ANTONIO CONSENTIMIENTO INFORMADO

UCAM

DECLARO:

Haber sido informado/a minuciosamente del estudio “EFECTO DE UNA BEBIDA RICA EN
ANTIOXIDANTES SOBRE BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y RIESGO
CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON SINDROME METABOLICO”, asi como de todos
los procedimientos de la investigacion. Los investigadores que van a acceder a mis datos personales y a
los resultados de las pruebas son los investigadores participantes en el estudio.

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de forma
voluntaria al mismo y que en cualquier momento puedo abandonarlo sin que me suponga perjuicio de

ningun tipo.

CONSIENTO:

1.-)  Someterme a las pruebas analiticas, que se detallan en el ensayo clinico.

2.-) El uso de los datos obtenidos segun lo indicado en el parrafo siguiente:
En cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccidn de Datos de
Carécter Personal, le comunicamos que la informacion que ha facilitado y la obtenida como
consecuencia de las exploraciones a las que se va a someter pasara a formar parte del fichero
automatizado INVESALUD, cuyo titular es la FUNDACION UNIVERSITARIA SAN
ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y DOCENCIA EN LAS AREAS DE
CONOCIMIENTO DE SALUD Y DEPORTES. Tiene derecho a acceder a esta informacion y
cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda. de los Jeronimos de
Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcion de las medidas oportunas

para asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.

AUREN UCAM. Vicerrectorado de Investigacion. Campus de los Jeronimos. 30107 GUADALUPE (Murcia)
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ANEXO 2.
COMITE DE ETICA



UNIVERSIDA.D CATOLICA COMITE DE ETICA

SAN ANTONIO

UCAM

Los investigadores que soliciten la evaluacién de este Comité, deberan presentar en el Servicio de

Investigacion de la Universidad junto con la documentacién solicitada este Anexo I debidamente

cumplimentado.
INDICAR SI LA PROPUESTA CONTEMPLA ALGUNO DE LOS SIGUIENTES ASPECTOS: SI | NO
A | Investigacion experimental clinica con seres humanos. X
B | Utilizacion de tejidos humanos procedentes de pacientes, tejidos embrionarios o fetales. X
C Utilizacion de tejidos humanos, tejidos embrionarios o fetales procedentes de bancos <
de muestras o tejidos.
D Investigacion observacional con seres humanos o uso de datos personales, informacion <
genética, etc.
E | Experimentacion animal. X
F | Utilizacion de agentes biolégicos de riesgo para la salud humana, animal o las plantas. X
G | Uso de organismos modificados genéticamente (OMGs). X
Datos del Investigador Principal
Apellidos y nombre: Cristina Garcfa Viguera. Pilar Zafrilla Rentero
Grupo de Investigacion: | Nutricion y estrés oxidativo
Correo electrénico: mpzaftilla@ucam.edu Teléfono: 685607716
Denominacién de la L ) o
. Ministerio de Educacion y Ciencia
convocatoria:

El abajo firmante, en calidad de investigador principal de este proyecto informa que:

La investigacion propuesta respeta los principios fundamentales de la Declaracién de Helsinki, del Convenio del Consejo
de Europa relativo a los derechos humanos y la biomedicina, de la Declaraciéon Universal de la UNESCO sobre el
genoma humano y los derechos humanos, y del Convenio para la proteccién de los derechos humanos y la dignidad del
ser humano con respecto a las aplicaciones de la Biologfa y la Medicina (Convenio de Oviedo relativo a los derechos
humanos y la biomedicina).

Conoce y cumplira la legislacién vigente y otras normas reguladoras, pertinentes al proyecto, en materia de ética,
experimentacién animal o bioseguridad.

En Mutcia, a 9.de. Enero de 2009.

El Investigador Principal,

Fdo.: Pilar Zafrilla.



Documentaciéon que se ha de adjuntar:

- En los supuestos A, By C y si el centro donde se llevara a cabo la experimentacion o que suministrara las
muestras es distinto a la UCAM, debe adjuntar el informe del Comité Etico del centro correspondiente.

- En el supuesto C, si no se tratara de un centro con Comité de Ftica acreditado se debera adjuntar la
autorizacion de uso de las muestras, seflalando la extension de esta autorizacion (usos restringidos al proyecto, o
para otros usos relacionados). En cualquier caso hay que sefialar si las muestras son abiertas, estan codificadas o
son anénimas.

- En el supuesto D si la investigacion es prospectiva, se debera aportar el documento de consentimiento
informado utilizado donde conste la informacién detallada que recibira el participante en el estudio. Si es
retrospectiva se debera hacer un compromiso de confidencialidad sobre los posibles datos identificativos de los
participantes.

- En el supuesto E de debera adjuntar el Informe del Responsable del Animalario con el V. B.” del Asesor en
Bienestar Animal en el que se van a mantener los animales, indicando el n® de Registro del mismo, verificacion
del procedimiento y la autorizacién para la estabulacion de los mismos, ademas, en el caso de utilizar material
biol6gico infeccioso, adjuntar el Informe del Responsable de Seguridad Biolégica del Centro y en los casos de
inoculacién de compuestos marcados con radioisétopos, también se debera adjuntar Informe del responsable de
Radioproteccion del Centro en el que se verifique el procedimiento.

- En los supuestos F y G se debe adjuntar el informe del Comité de Bioseguridad o del Servicio de Prevencion
de Riesgos Laborales del Centro en el que se llevara a cabo la experimentaciéon. En ambos casos se deberan
enumerar los agentes biologicos utilizados y describir las medidas de contencién del laboratorio donde se va a
realizar los trabajos.





