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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad con una alta prevalencia que afecta a
mas de 463 millones de pacientes en el mundo, y que representa, cada vez mas, un problema de
salud global. Ademas, su prevalencia sigue en aumento, estimandose que afectara hasta a 578
millones de pacientes en 2030 (1). En Espafia, hasta un 13 % de la poblacion es diabética, pero

aun mas preocupante es el hecho de que casi la mitad lo desconoce (2).

En la DM se producen una serie de alteraciones metabdlicas que conducen a la
hiperglucemia cronica, bien sea por la falta de secrecidn de insulina, por la resistencia a la accion
de esta hormona en los tejidos, o bien por una combinacién de ambos mecanismos. Este
denominador comun favorece la aparicion de complicaciones vasculares en distintos 6rganos,
entre ellas, la enfermedad cardiovascular, cerebrovascular o vascular periférica, siendo las
complicaciones microvasculares, como la retinopatia, la neuropatia o la nefropatia diabética las

mas frecuentes y las que ocasionan mayor morbilidad.

El tratamiento de la enfermedad es dificil de optimizar y su objetivo primordial es el
control estricto de las cifras de glucosa en sangre. La manera de monitorizar los niveles de
glucosa en sangre, y por tanto, la respuesta al tratamiento, consiste en la medicion instantanea y
repetida de las cifras de glucemia capilar mediante dispositivos electrénicos como los
glucémetros (que basan su medicion en una reaccién enzimatica en contacto con la sangre del
paciente), y en la determinacién de los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) en
sangre, que funcionan como indicadores del estado glucémico del paciente en los Ultimos dos a

tfres meses.

Entre los farmacos utilizados para controlar los niveles de glucosa en sangre se
encuentran los inhibidores de la alfa glucosidasa, los secretagogos de insulina, los farmacos que
afectan la respuesta a la insulina de los tejidos periféricos, las hormonas incretinas,...Pero el

tratamiento mas utilizado y eficaz, sobre todo en el caso de la DM 1, es la insulina recombinante
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humana, en cualquiera de sus distintas presentaciones. Una de las vias de administracién mas
utilizadas en la Ultima década es la infusidon continua subcutanea de insulina (ICSI), que
mediante el uso de unos dispositivos electromecanicos, 0 bombas de insulina, permiten la
administracién continua del farmaco con una tasa basal y a una frecuencia y velocidad de
infusién determinada, ademas de la opcion de la infusion de dosis adicionales posprandiales, o
bolus, siguiendo el programa planificado por un equipo diabetoldgico o por el propio paciente. La
bomba y el sistema de infusion se adaptan a un catéter adherido a la piel del paciente de manera
permanente. Este dispositivo se ha demostrado efectivo para tratar la DM 1, disminuyendo la
frecuencia y severidad de eventos hipoglucémicos y favoreciendo la libertad y flexibilidad en el

estilo de vida.

La retinopatia diabética (RD) es la complicacion microvascular mas frecuente en la DM.
Afecta aproximadamente a un 30 % de los diabéticos mayores de 40 afios. En los paises
desarrollados, supone una de las principales causas de déficit visual y ceguera legal en personas
adultas en edad activa comprendida entre los 25 y los 74 afios (3). Esto se traduce en un
problema de enorme trascendencia sociosanitaria, debido a los altos indices de incapacidad

laboral, dependencia social y coste sanitario que supone para estos enfermos.

El desarrollo de la RD tiene relacion directa con maltiples factores, pero son sin duda el
tiempo de evolucion de la enfermedad y el control glucémico durante este periodo los que mas

influyen.

La causa mas frecuente de discapacidad visual en estos pacientes es el Edema
Macular Diabético (EMD), que consiste en un engrosamiento retiniano de la macula (el area
retiniana mas especializada responsable de la vision de precision) debido al acumulo de fluido
extracelular desencadenado por un aumento de la permeabilidad de los capilares retinianos,

asociada a otras alteraciones histoldgicas de la microvasculatura retiniana, como son los
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microaneurismas, las anomalias microvasculares intrarretinianas o la ruptura de la barrera
hematorretiniana externa por la incompetencia del epitelio pigmentado de la retina (EPR). En sus
primeras fases, el EMD puede ser reversible, sobre todo si se realiza un tratamiento precoz,
pero en fases mas tardias, se producen cambios retinianos degenerativos con repercusiones

funcionales irreparables.

Se estima que en la actualidad hay méas de 21 millones de pacientes diabéticos con EMD
y que su prevalencia es elevada (2-10%) y esta directamente relacionada con el control, la
gravedad y la duracién de la enfermedad metabdlica, asi como con la severidad de la retinopatia.
De todos ellos, el factor mas importante es el tiempo de evolucion de la DM. Su incidencia es
mayor en los diabéticos tipo 2 que en los diabéticos tipo 1, siendo en estos Ultimos muy poco

frecuente en los primeros afios de la enfermedad.

El pronéstico del EMD ha mejorado ostensiblemente en los ultimos afios, gracias
fundamentalmente a la aparicion de nuevos tratamientos basados en los multiples ensayos
clinicos que estudian esta complicacion. Sin embargo, aun hay muchos pacientes que responden
de manera parcial, o incluso no responden a las terapias mas avanzadas; o pacientes que
presentan EMD en fases mas precoces de la RD, o cuya intensidad es desproporcionada al
grado de RD. Por tanto, ain deben existir muchos factores desconocidos que, de no ser
valorados, finalmente van a condicionar negativamente la recuperacién visual de estos

pacientes.

La gran repercusion del EMD en la visidn de los pacientes, y por lo tanto, en su calidad
de vida, y el enorme impacto sociosanitario que supone la carga asistencial y economica que
genera su control y seguimiento, hace que sea de gran importancia entender la patogenia de

esta entidad para facilitar su diagnostico precoz y su abordaje terapéutico eficaz.
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La deteccion precoz del engrosamiento retiniano previo a la instauracion del EMD es uno
de los objetivos de este estudio. Para el analisis preciso de este engrosamiento existen nuevas
técnicas diagndsticas que han supuesto una revolucion en el estudio, diagndstico y seguimiento
de la patologia retiniana. La mas importante de ellas es la Tomografia de coherencia 6ptica
(OCT), una técnica no invasiva que proporciona imagenes axiales de alta resoluciéon de la
interfase vitreorretiniana, de la estructura retiniana, del espacio subretiniano, y de la unién de la
retina con la coroides. Estas imagenes estan formadas en base a una escala de colores que
traducen la reflectividad de los tejidos tras recibir un haz de luz (diodo laser) monocromatica y
coherente. La OCT se ha convertido en una herramienta fundamental en el estudio de la
patologia retiniana. El anélisis del EMD con esta tecnologia es facilmente reproducible, y facilita

el seguimiento y la deteccidn precoz con un alto nivel de precisién (4, 5).

Una de las dificultades mas grandes a la hora de abordar el tratamiento de la RD y el
EMD es que la patogenia de la RD es multifactorial, siendo varios los mecanismos implicados:
cambios fisiolégicos, bioquimicos, hematoldgicos, endocrinolégicos y anatémicos, a los que
debemos sumar multiples factores ambientales y genéticos que condicionan el desarrollo de la
enfermedad, su evolucién y su respuesta al tratamiento. Se considera que es la interaccion entre
varios o todos ellos lo que conduce a la expresion concreta de esta enfermedad en cada
individuo. Como factor desencadenante inicial, la hiperglucemia y otras alteraciones bioquimicas
generan un deterioro del sistema microvascular de la retina conduciendo a una situacion de
hipoxia. A esta situacion, la retina responde con unos mecanismos compensadores de
vasodilatacién encaminados a restablecer un aporte suficiente de flujo sanguineo y oxigenacion.
Pero es precisamente este mecanismo el que induce alteraciones hemorreologicas y

estructurales en los vasos sanguineos, agravando la situacion: la neovascularizacién, que a la
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larga se demuestra igualmente ineficaz y contraproducente, es responsable de las alteraciones

anatomicas y funcionales mas devastadoras de la enfermedad.

Dentro de las anomalias bioquimicas, la activacion de la Proteina Kinasa C inducida por
la hiperglucemia estaria muy implicada en el desarrollo de complicaciones microvasculares. La
activacion de las isoformas beta y delta de esta proteina desencadenan alteraciones mediadas

por determinadas moléculas que son objeto de este estudio, entre las que se encuentran:

- Sintetasa del o6xido nitrico endotelial (eNOS): enzima encargada de la
sintesis de oxido nitrico en el endotelio. Se ha postulado que la hiperglucemia conduciria a un
aumento del anién superoxido (metabolito del estrés oxidativo) dentro de la célula endotelial.
Esto se traduciria en una disminucién de la sintesis de oOxido nitrico, potente vasodilatador

implicado en la homeostasis de la vascularizacion retiniana (6).

- Endotelina 1 (ET1): los capilares retinianos carecen de musculatura lisa, y es
mediante la contraccion y relajacion de los pericitos capilares como se regula el flujo vascular
capilar retiniano. La ET1 es un potente vasoconstrictor retiniano, por lo que el aumento de su
expresion descrito en pacientes con DM conllevaria una reduccién del flujo vascular, incluso en

pacientes con diabetes de poco tiempo de evolucién y sin retinopatia (7).

- Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF): es probablemente el
principal mediador de la neovascularizacion retiniana y del aumento de la permeabilidad vascular
en los pacientes diabéticos. Es un mitégeno celular especifico endotelial que se encuentra
expresado en la glia y en las células del epitelio pigmentario de la retina. La sefial proinflamatoria
inducida por interleucina 1 (IL-1) y el estrés oxidativo activan su expresién, pudiendo intervenir

en la apoptosis y muerte de las células del epitelio pigmentario de la retina en diferentes
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enfermedades como la retinopatia diabética, la proliferacion vitreorretiniana (PVR) y la

degeneracion macular (8).

Otras moléculas que también intervienen en las alteraciones bioquimicas propias de la
DM son las interleucinas. Son proteinas extracelulares de bajo peso molecular sintetizadas
principalmente por los linfocitos TCD4 que actuan como mediadores de la respuesta inmunitaria,
intercomunicando distintas subpoblaciones de leucocitos. Inician la respuesta infamatoria, y
determinan la magnitud y naturaleza de esta (9). Se conocen en la actualidad méas de 33
interleucinas (10), las cuales difieren entre si tanto desde el punto de vista quimico, como del
biolégico, y su participacion en la inflamacién crénica de bajo grado y la activacion del sistema

inmunitario innato se ha relacionado de manera muy directa con la patogénesis de la DM 1 (11).

Interleucina 1: producida por macréfagos, y células epiteliales induce reaccién
de fase aguda y la activacion y reconocimiento por parte de linfocitos T y macréfagos del lugar

donde se desarrolla la respuesta immune.

- Interleucina 4: relacionada con la proliferacién de linfocitos B, mastocitos y

linfocitos T. Tiene un importante papel en las reacciones alérgicas.

- Interleucina 6: segregada por macrofagos, participa en reacciones de fase

aguda y también estimula el crecimiento y diferenciacion de tanto linfocitos T como linfocitos B.

- Interleucina 8: producida por monocitos, macréfagos, queratinocitos,
fibroblastos y células endoteliales, su funcién es atraer a neutréfilos y linfocitos, asi como

movilizar, activar y provocar la desgranulacion de neutréfilos. También estimula la angiogénesis.

- CD40 (cluster of differentiation 40): es una molécula miembro de la superfamilia

del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) que se expresa en células inmunitarias y no
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inmunitarias, y que se ha relacionado con la aterosclerosis, el rechazo agudo de trasplantes y
varios procesos autoinmunitarios como la tiroiditis, psoriasis, esclerosis multiple, artritis

reumatoide, lupus eritematoso sistémico y DM 1 (12).

Todas estas moléculas son codificadas por genes que presentan una gran variabilidad
entre los individuos de una misma especie. Los polimorfismos genéticos, que consisten en una
variacion de la secuencia de ADN entre individuos de la misma especie, pueden encontrarse en
regiones codificantes o no codificantes del genoma, y cuando solo afectan a un nucleétido del
ADN se denominan polimorfismos de nucle6tido unico o SNP. El origen de los polimorfismos es
la mutacion del ADN. El término mutacion patogénica se suele atribuir a mutaciones que estan
asociadas a una enfermedad, mientras que el término polimorfismo se asocia a una variacion
comun en una poblacion mas o menos estable, y no es causa directa de ninguna patologia (13).
Aunque la mayoria de los SNPs no originan directamente enfermedades, en ocasiones se
localizan muy cerca de mutaciones involucradas en procesos patoldgicos, lo cual los hace utiles
como marcadores genéticos, y para el diagndstico presintomatico y prenatal de enfermedades
hereditarias. Por tanto, los polimorfismos son utiles para la deteccidn de individuos portadores, o
para determinar la compatibilidad en trasplantes, y también pueden influir de forma leve en la
susceptibilidad a desarrollar distintas enfermedades (14), entre ellas, la retinopatia diabética y el

edema macular diabético.
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1. HISTORIA

1.1 RESENA HISTORICA DE LA DIABETES MELLITUS

El nombre médico de la DM en préacticamente todas las lenguas romances es “diabetes
mellitus”. La palabra “diabetes” tiene su origen etimoldgico en un vocablo griego (dia: a través, y
beinen: pasar) que puede traducirse como “pasar a través con fuerza” (15) y alude al principal
sintoma de la enfermedad, una eliminacién exagerada de liquido a través del rifidén sin retencién
en el organismo motivada por la hiperglucemia. Por otro lado, el vocablo “mellitus” es de origen
latino, y significa “dulce como la miel”. En este caso, la palabra se refiere al alto contenido de
glucosa de la orina, hecho constatado por el cientifico Thomas Willis (1621-1675) a mediados del
siglo XVII cuando probd la orina de un paciente afectado por la diabetes (15). El término diabetes

es atribuido a Demetrius de Apamaia por unos y a Apolonio de Menfis por otros.

Los origenes de las primeras referencias a la DM datan de antes de la era cristiana. En
un manuscrito del siglo XV antes de Cristo atribuido a un médico y sacerdote de la época
descubierto por George Ebers en Egipto se describen sintomas que podrian corresponder a la

diabetes (15).

También en el siglo Il d.C. Galeno se refirié a la diabetes como una enfermedad muy
rara, y utilizo términos alternativos como “diarrea urinosa” y “dypsacus”, término este ultimo que
expresaba la extrema sed asociada a la enfermedad. Aretaeus de Capadocia (81-131 d.C.)
utilizé el término diabetes para describir la condicion con una mayor precision en su

sintomatologia (15).
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En la medicina oriental, cabe destacar a Susruta, padre de la medicina hindu, como el
primer médico que logro diferenciar dos tipos de diabetes, una que se daba en personas

jovenes y delgadas, y otra en personas mayores y obesas.

Desde entonces, se encuentran pocas referencias a esta enfermedad hasta el siglo XI,
en el que Avicena, en su famoso Canon de la Medicina, define con precision los sintomas y

signos de la patologia.

Tras un largo intervalo posterior, la primera referencia en la literatura de una orina dulce
se atribuye a Thomas Willis quien, en 1679, hizo una descripcion magistral de la diabetes,

quedando desde entonces reconocida por su sintomatologia como entidad clinica (15).

El componente hereditario de la enfermedad fue estudiado por Morton y Rondelet a lo
largo del siglo XVII. En el siglo XVIII Mathew Dobson identificé la presencia de glucosa en la
orina, el inglés John Rollo consiguidé mejorias notables en el desarrollo de la enfermedad gracias
a un enfoque nutricional basado en dietas ricas en proteinas y grasas y limitado en hidratos de
carbono, y Thomas Cawley observd que la diabetes tenia su origen en una alteracion del

pancreas.

El inicio de la metodologia experimental se atribuye a Claude Bernard en 1848. Gracias
a sus trabajos aun vigentes sobre el metabolismo y la homeostasis de la glucosa, descubri6 el
glucdgeno hepatico y demostro que el sistema nervioso central estaba implicado en el control de
la glucosa (consiguié provocar la aparicion de glucosa en la orina excitando los centros bulbares

mediante pinchazos) (15).

Debemos al patologo Paul Langerhans el descubrimiento en 1867 de los islotes
pancreaticos, y a los estudios de Von Mering y Minkowski en 1889 el conocimiento de la funcion

que estos desempefiaban en el metabolismo de la glucosa. En la segunda década del siglo XX
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se habia llegado al convencimiento de que el pancreas era el responsable de la diabetes, y Sir
Edward Sharpey Schaffer en 1916 y Jean de Meyer en 1910 se encargaron de sugerir la
existencia de una sustancia que regulaba el metabolismo del azucar, siendo muchos los
investigadores que en este periodo se dedicaron a estudiar la funcién exocrina y endocrina del

pancreas.

Sin embargo, el descubrimiento concreto de la insulina se lo debemos a los trabajos de
Frederick Grant Banting y Charles Herbert Best en el laboratorio de John James Richard Mac
Leod, y con la ayuda de James B. Collip, que presentaron publicamente sus resultados en 1921.
Gracias a ello, Banting y MacLeod fueron galardonados con el Premio Nobel de Medicina en
1923, y la insulina comenz6 a fabricarse a finales de ese afio, cambiando por completo el

horizonte de esta enfermedad para siempre (16).

1.2 RESENA HISTORICA DE LA RETINOPATIA DIABETICA

A pesar de ser una enfermedad bien reconocida desde el siglo Il d.C., no fue hasta la
mitad del siglo XIX que fue relacionada con la patologia ocular. En 1846, el oftalmélogo francés
Appolinaire Bouchardat (1806-1886) describié como pacientes diabéticos podian experimentar
una disminucién de agudeza visual no justificada por la presencia de catarata y que ademas esta
podia ser parcialmente reversible modificando el control de la diabetes. Afios mas tarde,
Frammois Tavignot realizé observaciones parecidas. En 1851, Herman von Helmholtz invent el
oftalmoscopio directo que permitié el estudio del fondo de ojo, y en 1855, Eduard Joger (1818-
1884) fue el primero en observar, describir y documentar alteraciones diabéticas en la mécula,
ayudando a resolver afios de controversia cientifica en los que se dudaba de la relacion entre

estos signos y la enfermedad. En 1869, Henry Noyes (1832-1900) publicé un articulo
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defendiendo esta relacion, y Edward Nettleship (1845-1913) la confirmé en 1872 en Londres,
presentando la primera prueba histopatoldgica de una degeneracién cistoide de la macula en un
paciente diabético. Nettleship publicd cinco afios mas tarde otro articulo junto a Sir Steven
Mackenzie (1791-1868) que describia en detalle los cambios retinianos anormales inducidos por
la diabetes. La retinopatia diabética proliferativa fue descrita en 1876 por Wilhelm Manz (1833-
1911) y la primera clasificacion en distintos estadios y por tanto, la evolucion natural de la

retinopatia diabética fue descrita en 1890 por Julius Hirschberg (1843-1925) (17).

1.3 RESENA HISTORICA DE LAS MODALIDADES TERAPEUTICAS DE LA RD

Tras la invalorable contribucion a la ciencia que supuso el descubrimiento y la
fabricacion de insulina desde el 1921, el control sistémico de la enfermedad cambi6
completamente. En cuanto al control oftalmoldgico, Gerhard Meyer-Schwickerath (1920-1992)
estudio el uso de la luz como energia para coagular tejidos retinianos en patologias vasculares,
describiendo sus resultados en 1950, y en 1963, Paul Wetzig aplicé sus estudios al tratamiento
de la RD. Charles Campbell y Christian Zweng fueron los primeros en utilizar el laser de rubi,
pero fueron Wiliam Beetham y Lloyd Aiello los que constataron la efectividad de la
fotocoagulacion de la RD proliferativa. En 1979, el Diabetic Retinopathy Study Research Group
demostr6 que la Panretinofotocoagulacion con laser de Xendn o laser Argén reducia
significativamente el riesgo de pérdida visual severa, y en 1995, el Early Treatment Retinopathy
Study Group (ETDRS) confirmé los resultados de Patz, que habia demostrado en 1976 que la

fotocoagulacion con laser de argon disminuia o estabilizaba el edema macular (17).

En 1970, Judah Folkman sugiri6 la posible relacion de la angiogénesis con el crecimiento

y la progresion tumoral, inspirando diversos estudios posteriores que culminaron en 1989 con el
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aislamiento del Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), cuyo estudio y aplicacién al
campo de la oftalmologia aporté nuevas perspectivas en el tratamiento de la RD y del edema
macular y condujeron al desarrollo de la terapia antiangiogénica que es, hoy en dia, la base del

tratamiento del edema macular diabético (EMD).
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2. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia e incidencia de la DM ha aumentado espectacularmente en las Ultimas
décadas, hasta convertirse en uno de los mayores problemas de salud de las sociedades
avanzadas. La obesidad, el envejecimiento y el sedentarismo, sefias de identidad de las Ultimas
generaciones, son los principales factores implicados en este aumento. Las estimaciones en
2019 eran de 463 millones de personas con DM en el mundo. Y el pronéstico para el 2030
estima que este numero podria ascender hasta los 578 millones, lo que corresponderia a un
porcentaje del 10% de la poblacién mundial adulta (1). Teniendo en cuenta que mas del 80% de
los diabéticos viven en paises en vias de desarrollo y que un altisimo porcentaje permanece sin
diagnosticar, nos encontramos ante un problema que alcanza la importancia de una pandemia.
En Espafia en concreto, la prevalencia reportada de la DM en un estudio del 2012 de Soriguer et

al (2) fue de 13.8%, con un 6% de la poblacién que desconoce que tiene la enfermedad.

2.1 PREVALENCIA E INCIDENCIA DE LARD

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 5% de la ceguera
global se debe a la RD. De entre las causas de esta disminucion de visidn, la mas importante y
que afecta a un mayor nimero de enfermos, es el EMD, que es mas frecuente en pacientes con
DM2. Sin embargo, la causa responsable de las pérdidas visuales mas graves es la RD

proliferativa (RDP), que afecta con mayor frecuencia a los pacientes con DM1.

Hay multiples estudios acerca de la prevalencia e incidencia de la RD, existiendo una

gran variabilidad en los datos que aportan. Existen muchas razones que justifican estas
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diferencias: utilizacion de distintas clasificaciones y métodos y criterios de diagndstico,
heterogeneidad de los pacientes incluidos en las muestras en cuanto a edad, duracion y
gravedad de la DM, diferencias en el acceso a terapias mas eficaces, control diabetoldgico y
perfil de factores de riesgo clasicos, etc. Todo ello afiadido a la gran variabilidad inducida en los
estudios segun las diferencias étnicas, la situacidén socioeconémica y los niveles de atencién a
los diabéticos que se dispensa en los distintos paises que publican los resultados de sus

estudios.

En general, la prevalencia de algin grado de RD entre pacientes DM se estima en torno

al 25%, y la del EMD, entre el 2y el 10% (1).

Atendiendo a las diferencias entre paises desarrollados, aquellos en vias de desarrollo e
incluso poblaciones indigenas, la prevalencia de la RD varia de un 10% al 61% en personas con

DM conocida, y de un 1.5 al 31% en DM de diagndstico reciente (Ruta et al. 2013) (18).

En cuanto a sexos, el United Kingdom Prospective Study (UKPDS), con diferentes
criterios diagndsticos y de exclusién de RD severa, encontr6 una prevalencia de RD del 35% en

mujeres y del 39% en hombres (19).

Los pacientes tratados con insulina presentan una tasa mayor de RD que los pacientes

que no precisan este tratamiento (55.6% y 18.5% respectivamente) (20).

La incidencia de RD y EMD es directamente proporcional al tiempo de evolucion de la
enfermedad, estimandose que a partir de los 15 afios de evolucion, el 15% de los DM tienen
EMD, y que a partir de los 20 afios, mas del 90% presentara algun grado de RD. Estas cifras son
distintas dependiendo del tipo de DM. Aquellos pacientes con DM1 con tiempo de evolucion de la
enfermedad mayor de 20 afios tiene 2.7 veces mas RD, 15 veces mas RDP, 5 veces mas EMD,

y 8.7 veces mas RDP y EMD que los pacientes con DM2 de menos de 10 afios de evolucion. En
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el estudio Wisconsin Epidemiologic Study of Retinopathy (WESDR) la incidencia de EMD en 10
afos fue de 20.1% en el grupo de estudio de DM insulinodependiente de inicio antes de los 30
afos de edad y del 25.4 y el 13.9% en los DM de inicio después de esa edad insulino y no

insulinodependientes respectivamente (21).

En general, se estima que la incidencia anual de RD oscila entre el 2.2y 12.7 %, y que la

progresion anual hacia RD que pueda comprometer la vision lo hace entre el 3.4y el 12.3 % (1).

2.2 IMPACTO ECONOMICO SOCIO-SANITARIO

La DM esta asociada a una gran disminucion de los niveles de bienestar tanto fisico
como emocional que afecta en gran medida a la calidad de vida de los pacientes (cuantificado

como afios de vida ajustados por calidad, o QALY por sus siglas en inglés)

En Espafia, un estudio llevado a cabo en el 2013 determin6 que el coste directo de la
DM en el Sistema Nacional de Salud era de méas de 5 mil millones de euros, 1.5 mil millones de
euros por las complicaciones asociadas con la DM, entre las que se encuentra la RD, y 2.8 mil
millones de euros por la pérdida de productividad laboral (22). Esto representa el 8.2% del coste
sanitario global, so6lo valorando los costes directos, y no los indirectos. EI mayor gasto
corresponde al farmacolégico (38% del total), y el segundo mayor al hospitalario (33% del total)
(22) El estudio eCostes en Catalufia (2011) estimd que el coste por paciente diabético era de
3368 euros frente a 2156 euros en pacientes no diabéticos, siendo este incremento debido
fundamentalmente a las complicaciones de la DM, como la RD. Los pacientes diagnosticados
con RD consumian 4720 euros anuales (un 34% mas que los diabéticos sin esta complicacion)
(23). Hay que tener en cuenta que el promedio del coste sanitario de esta patologia aumenta

considerablemente con la gravedad de la RD, lo que sugiere que la prevencion y el diagnostico
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precoz de la enfermedad tendrian una importancia capital para evitar los ingentes costes que
supone la ceguera por discapacitado. En Espafia, los costes anuales por RD estan en torno a los
7990 euros, y los de la ceguera por esta causa en torno a los 1777 euros. A todo esto habria que
afadir el gasto medio de los hogares en los que residen pacientes con deficiencia visual, que se

incrementan alrededor de 2900 euros. (Ernst & Young et al. 2012) (24).

2.3 IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO PRECOZ

La discapacidad visual asociada a la RD, ademés de suponer un elevado coste como se
ha expuesto, supone unas enormes barreras sociales que van mas alla de la propia
discapacidad. Por lo tanto, detectar precozmente sus formas de riesgo, supone un objetivo
primordial de los sistemas sanitarios, y cada vez toma méas importancia la implantacion de
programas de cribado de RD y EMD, sobre todo conociendo el alto porcentaje de enfermos no
diagnosticados, y de pacientes con fases asintomaticas de la enfermedad. La realizacion de
exploraciones periédicas del fondo de ojo bajo midriasis a toda la poblacién diabética es la
medida mas eficaz para ello, y se considera la prueba de referencia. Esta exploracién ayuda a
detectar y tratar a tiempo las formas con gran riesgo de pérdida grave de la visién o incluso de
ceguera. Sin embargo, la gran presion asistencial que conlleva ha hecho que se hayan
desarrollado otras alternativas entre las que se encuentra la realizacion de retinografias con
camaras no midriaticas, en conjuncidn con el manejo de las imagenes a través de sistemas de
Telemedicina que con un manejo sencillo, facilitan que la exploracién de la numerosa poblacion
diabética pueda ser llevada a cabo mas rapido y con la colaboracion de personal no
necesariamente sanitario, descargando la labor asistencial del especialista en Oftalmologia. En
la actualidad, existen numerosos estudios y programas en desarrollo basados en la aplicacion de

la Inteligencia Artificial y el Deep Machine Learning, que usan algoritmos informatizados basados
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en imagenes de referencia de grandes bases de datos para contrastar la imagen obtenida del
paciente y poder realizar un diagnéstico de sospecha e incluso una sugerencia de derivacion del
paciente (25). El objetivo primordial de todas estas técnicas y protocolos es la deteccion y

prevencion de las complicaciones mas temidas de la RD, la RDP, y el EMD.
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3. FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo que mas influyen en la aparicion de RD y EMD son los siguientes,

siendo los dos primeros los mas relevantes:

o Tiempo de evolucion de la DM: supone el principal factor de riesgo. En el
estudio WESDR se detect6 una prevalencia del 99% de pacientes con algun grado de RD a los
20 afios de la enfermedad, y una incidencia del 96% de RD en el seguimiento a 14 afios de estos

pacientes, siendo la tasa de progresion de la RD del 86% y la progresion a RDP del 37%. (21)

o Edad al diagnéstico de la DM: la RD y el EMD aparecen mas precozmente en
pacientes con inicio de la DM previo a la pubertad (26) lo cual favorece que también se den
formas més graves de la enfermedad, como indica la cifra de que la prevalencia de RDP es del
23% en el grupo de DM1 de inicio juvenil frente al 10% del de inicio adulto. Ademas, la tasa de
progresion de los pacientes con DM1 de inicio juvenil a los 14 afios es también mayor (86%, con

un 37% de ellos progresando a RDP (21).

o Mal control glucémico: las complicaciones de la DM son consecuencia directa
de la hiperglucemia cronica, por lo que un mal control glucémico (habitualmente registrado
mediante las cifras de HbA1c) va a conllevar la progresion a formas mas severas de la
enfermedad, y a afectacion multisistémica, como la retinopatia, la neuropatia y la nefropatia
diabética. El control intensivo de las cifras de glucemia con insulina reduce o previene el
desarrollo de RD en un 27%, y también reduce la progresién a RDNP severa o RDP en un 34 a
76%. También se reduce la incidencia de EMD y con todo ello la necesidad de tratamiento para
todas estas complicaciones (27). Datos del estudio UKPDS sugieren un descenso del 35% en

complicaciones microvasculares por cada descenso de 1% de la cifra de HbA1c (19).
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o DM insulino dependiente: diversos estudios han encontrado un aumento en la
prevalencia de RD en los pacientes tratados con insulina (55.6%) sobre los pacientes tratados
con hipoglucemiantes orales o dieta (24.4% y 9.3% respectivamente) (28). Sabemos que los
pacientes con DMID necesitan mas tiempo para desarrollar la RD, pero son mas propensos a
desarrollarla a lo largo de toda su enfermedad, y desarrollaran formas méas avanzadas (con tasas

de RDP cercanas al 50% a los veinte afios de evolucion).

o Microalbuminuria: ha sido descrita como marcador de riesgo de desarrollo de

RDP, de nefropatia y de complicaciones cardiovasculares en pacientes diabéticos.

o Hipertension arterial: en el estudio WESDR la HTA sistélica se relaciond con la
progresion a RDP, mientras que la HTA diastélica se asoci6 a la progresion de la RD, progresién
a RDP y a la mayor incidencia de EMD. Se considera que un aumento de 10 mmHg en la TA
diastdlica a los 4 afios de seguimiento puede correlacionarse con un aumento del 35% en la tasa

de progresién a los 14 afios de seguimiento (21).

o Embarazo: aunque aun existe cierta controversia al respecto, son muchos los
estudios que han detectado progresion de la RD o aparicién de la misma durante el embarazo.
En uno de estos estudios (29) se estimd que la progresion de la RD durante el embarazo en
mujeres ya diagnosticadas era del 77.5%, y que la progresion a RDP era del 22.5% de esos
casos. La aparicion de alguna forma de RD en pacientes aln no diagnosticadas de DR fue del
26%. Independientemente de la variabilidad en los distintos resultados, las pacientes
embarazadas con DM con o sin RD deben ser estimuladas a lograr un control metabdlico

adecuado para minimizar los riesgos.

o Factores oculares: Moss et al estudiaron la asociacion de la progresion de la

RD con la presién intraocular (PIO), la presién de perfusién ocular, y la miopia, encontrando que
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la PIO elevada estaba estadisticamente asociada a la incidencia aumentada de RD en pacientes
con inicio de DM en edad juvenil. La miopia se demostré como factor protector de la progresion
hacia RDP (30). Otros factores asociados a una mayor progresion son la oclusion venosa
retiniana, la cirugia de cataratas complicada con ruptura de la capsula posterior, los
traumatismos oculares, las uveitis y los tumores intraoculares. Como factores protectores
podemos destacar la atrofia del epitelio pigmentario de la retina, la ambliopia y el

desprendimiento de vitreo posterior (31).

o Factores genéticos: aunque la importancia de la hiperglicemia cronica en la
fisiopatologia de la RD es evidente, los factores genéticos pueden tener un papel determinante

en su desarrollo (véase apartado 1.9. “Herencia y genética en el edema macular diabético”).
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4. PATOGENESIS DE LARD Y EL EMD

La RD es una patologia que cronologicamente cursa en dos fases bien diferenciadas: En
la primera, las estructuras vasculares retinianas sufren un deterioro anatomico y funcional
progresivo debido a la hiperglucemia crénica, mientras que en la segunda, se pone en marcha
un mecanismo compensatorio que, lejos de ser eficaz, deriva en las complicaciones mas graves

de la enfermedad.

Dentro de la primera fase, la microvasculatura retiniana se ve afectada por distintas
alteraciones bioquimicas, lo que conduce a una alteracion del componente plasmatico y de la
pared vascular, dando como resultado una situacion de hipoxia. La hipoxia en el tejido retiniano
desencadena mecanismos de compensacidn, como son la vasodilatacién y la vasoproliferacién.
Como consecuencia de esto, aumenta el flujo y la presion de perfusion en unos vasos
sanguineos que se encuentran ya alterados estructural y funcionalmente, y que no son capaces
de responder adecuadamente a estos cambios, perpetuandose y agravandose la situacion. Ante
el fracaso de este mecanismo de compensacion, se desencadena la segunda fase, en la que la
vasoproliferacion pretende restaurar la oxigenacion de los tejidos hipoxicos mediante unos vasos
nuevos aberrantes que empeoran drasticamente la integridad anatdmica y funcional de la retina

(32).

En estas dos fases, se encuentran implicados multiples factores bioquimicos,

fisioldégicos, hematoldgicos, anatdmicos e inductores de neovascularizacion.
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4.1 FACTORES BIOQUIMICOS

Estos cambios se producen como consecuencia de la falta de regulacién en el transporte
de glucosa al espacio intracelular ante una situacion de hiperglucemia crénica. La mayoria de las
células en estos casos son capaces de limitar rapidamente el paso de glucosa hacia su interior,
pero las células endoteliales retinianas, las células mesangiales del glomérulo renal y las
neuronas y células de Schwann de los nervios periféricos de los pacientes diabéticos tienen
afectado este mecanismo de regulacién. En estos casos, son varias las vias de alteraciones
bioquimicas, pero todas ellas conducen a un aumento del stress celular oxidativo, con aumento
secundario de la produccién de mediadores proinflamatorios y de activacion de la microglia:

° Via de los polioles: esta via desemboca en un aumento de los niveles de
sorbitol intracelular y por lo tanto de la hiperosmolaridad intracelular, que implica dafio
celular.  En condiciones normales, la enzima Aldosa-reductasa reduce los aldehidos
intracelulares toxicos a alcoholes inactivos, pero si los niveles de glucosa aumentan, este
enzima los convierte en sorbitol. En este proceso, se consume NADPH, que a su vez es el
cofactor fundamental para regenerar los niveles intracelulares de glutation reducido. Por lo
tanto, a la hiperosmolaridad intracelularidad se le afiade la disminucion de glutation
reducido, con una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo (33).

o Via de la glicosilacion protéica: consiste en la reacciéon no enzimatica de la
glucosa con las cadenas de aminoacidos de las proteinas, las cuales modifican su funcién y
el metabolismo celular. Las principales alteraciones de este tipo son la glicosilacién de
proteinas implicadas en la regulacion de la transcripcion génica, la difusién a la matriz
extracelular de proteinas glicadas que alteran la estructura de la matriz, y que a nivel
intravascular interaccionan y modifican la estructura de proteinas plasmaticas, con
activacion secundaria de citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento.
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o Via de la activacion de la protein kinasa C (PKC): la isoforma beta de la PKC
se encuentra cronicamente activada en los tejidos de los pacientes diabéticos. Esta
activacion conlleva alteraciones vasculares como la hiperpermeabilidad vascular, la
neovascularizacion retiniana, alteraciones en el flujo sanguineo y disfuncién endotelial (33).

o Via de la hexosamina: en condiciones de hiperglucemia, parte de la glucosa-6-
fosfato que procede de la glicolisis intracelular se transforma en glucosamina-6-fosfato y
luego en Uridin difosfato-N-acetil-glucosamina, la cual reacciona con los residuos serina y
treonina de los factores de transcripcion generando alteraciones en la expresion génica
(34).

o Via del estrés oxidativo: la hiperglucemia genera un aumento en la produccion
de aniones superoxidos, tanto a nivel mitocondrial como a nivel endotelial. Este aumento
reduce los niveles de Oxido nitrico (que es un potente vasodilatador), alterando la
homeostasis vascular. Este anion, también inhibe la actividad de una enzima clave en la via
glucolitica (GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa), produciéndose un aumento
de los metabolitos previos a la accion de la enzima, los cuales activan todas la vias

bioquimicas descritas previamente (32).

4.2 FACTORESS FISIOLOGICOS

o Deterioro de la autorregulacion del flujo sanguineo: diversos estudios
relacionan la hiperglucemia crénica con cambios en la autorregulacion vascular, que es la
encargada de asegurar un flujo sanguineo proporcional y constante a las distintas partes de
la retina. Esta autorregulacion podria estar regulada por el sistema nervioso auténomo (35).
La alteracion de este sistema en pacientes diabéticos podria ser la causa de los cambios de
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perfusion en determinadas fases de la RD. En un estudio se determind que en situacion de
hiperglucemia el flujo macular podria aumentar hasta en un 15%, y en situaciones de
hipoxia se incrementaria hasta en un 38%, y los diametros arteriales y venosos aumentarian
enun 8.2y un 7.4% respectivamente (36).

o Disminucién de la velocidad del flujo sanguineo: los factores implicados son
la mayor viscosidad de la sangre, la degeneracion de los pericitos, la vasoconstriccion
arteriolar y la dilatacion de la red capilar y venular (secundaria probablemente a la respuesta
compensatoria frente a la hipoxia) (37).

o Alteraciones de la pared vascular: se produce un aumento del coeficiente de
rozamiento intravascular con alteracién y pérdida posterior de las células endoteliales, un
aumento de la permeabilidad vascular con extravasacién de distintos componentes
sanguineos, un aumento del grosor con endurecimiento y pérdida de elasticidad. Todo ello

produce una falta de control sobre el flujo sanguineo y la presién intravascular (32).

4.3 FACTORES HEMATOLOGICOS

o Aumento de la viscosidad sanguinea: debido a la viscosidad plasmatica
condicionada por el aumento de determinadas proteinas cuya sintesis esta relacionada con
la insulina (como el fibrindgeno y las globulinas) y los niveles mas bajos de albumina, a la
agregacion y pérdida de elasticidad de los globulos rojos y a la agregacion plaquetaria
relacionada con el fibrinopéptido A2.

. Cambios en los eritrocitos: en la diabetes, los eritrocitos sufren un proceso de
endurecimiento y pérdida de elasticidad de su membrana generado por la glicosilacion no
enzimatica proteica, que les hace mas propensos a la agregabilidad, y menos elasticos, lo

cual dificulta mucho su circulacion por los capilares retinianos, alterandose en gran medida
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esta, y produciéndose fendmenos oclusivos. Estos cambios son mayores cuanto mayor es
el grado de RD.

o Cambios en la coagulacion: en las células endoteliales del paciente diabético
se produce una disminucion de la liberacion del activador tisular del plasmindgeno (factor
fibrinolitico esencial) y un aumento de los niveles del factor VIII de von Willebrand (que
favorece la adhesion y la agregacion plaquetaria). También se produce un aumento del
Tromboxano B2, metabolito inactivo del tromboxano plaquetario A2, el cual es un
vasoconstrictor y agregante plaquetario muy potente. EI aumento de sus niveles, junto con
la mayor agregabilidad de los eritrocitos, va a hacer que se produzcan fenémenos oclusivos
vasculares a distintos niveles del arbol vascular retiniano, que dejaran como resultado areas

de isquemia de la capa de fibras nerviosas de la retina (32).

4.4 FACTORES ANATOMICOS

o Pérdida de pericitos: los pericitos son unas células contractiles que se situan
en el espesor de la membrana basal del capilar y rodean a las células endoteliales,
compensando las presiones transmurales del capilar. En una retina normal, su relacidn con
las células endoteliales es de 1:1. Cuando esta relacion se altera en los pacientes
diabéticos, se producen areas focales de debilidad que son las precursoras de la aparicion
de los microaneurismas (38).

o Alteraciones a nivel de la membrana basal capilar: la membrana basal en
pacientes diabéticos se engrosa progresivamente, y posteriormente se vacuoliza y se infilira
de lipidos y desechos celulares. En este proceso se ha implicado a la enzima aldosa
reductasa, a través de la via del sorbitol, a la alteracion en la produccion de glicoproteinas

implicadas en la estructura de la membrana, y a la glicacién del coladgeno. El
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engrosamiento, en definitiva, condiciona una disminucion del calibre vascular y una

disminucion en la difusion de distintas sustancias a través de la pared capilar (38).

4.5 FACTORES INDUCTORES DE NEOVASCUALRIZACION

La aparicion de factores inductores de neovascularizaciéon se produce como respuesta a
la hipoxia que se produce como resultado de la aparicién progresiva de areas de isquemia
retiniana secundarias a las alteraciones vasculares expuestas con anterioridad (39). Estos
factores son producidos por las células de la retina y son capaces de difundir libremente por
el espacio intraocular. Su concentracién disminuye hacia la parte anterior del globo ocular,
pero es suficiente para poder producir neovasos en el iris 0 en el angulo camerular. Los
factores angiogénicos se unen a receptores especificos en las células endoteliales de areas
retinianas sanas adyacentes e inducen una serie de reacciones bioquimicas intracelulares
que transmiten las sefiales para activar la replicacion celular por mitosis. En este preciso
momento es cuando influyen numerosas moléculas como las integrinas, angiostatina,
endostatina, y metaloproteinasas, que suponen una potencial diana terapéutica para frenar
la neovascularizacién retiniana (40). La regularizacién de la situacién de hipoxia retiniana
motivada por los distintos tratamientos, conlleva una disminucion de los factores

proangiogénicos.
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5. CLINICA Y SIGNOS OFTALMOSCOPICOS DE LA RD

Las lesiones que aparecen en la RD no son patognomoénicas, pero su distribucion, y el
contexto clinico en que se presentan y la historia natural de la enfermedad hace que el conjunto

de signos oftalmoscopicos sea altamente especifico y facilmente reconocible.

Podemos dividir la RD en dos fases distintas:

o No proliferativa: primera fase, en la que van a predominar signos
oftalmoscopicos que traducen un aumento de la permeabilidad vascular secundario a la

hiperglucemia cronica, y en menor medida, otros debidos a fendmenos vasculares obstructivos.

o Proliferativa: en la que predominaran signos asociados a fendmenos de

isquemia y neovascualrizacion.

5.1 LESIONES ASOCIADAS AL AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD VASCULAR

o Microaneurismas: son la primera manifestacion oftalmoscépica de la RD. Se
manifiestan como dilataciones saculares de la pared de los vasos, habitualmente capilares
venosos Yy son consecuencia de la pérdida de pericitos y de la consecuente debilidad de la
pared vascular secundaria al engrosamiento de la membrana basal y la proliferacion de las
células endoteliales a nivel de la capa nuclear interna de la retina. Dentro de estas
dilataciones, se producen alteraciones del flujo sanguineo, con un dafio de las células
endoteliales y un aumento de la adhesividad y la agregacion plaquetaria que conduce a la
formacion de microtrombos y a la descompensacion de la barrera hematorretiniana interna,

lo cual favorece la extravasacion de sangre y exudados lipidicos al espacio extravascular.
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En la oftalmoscopia se presentan como puntos rojos intrarretinianos, de tamafio
comprendido habitualmente entre las 15 y las 50 micras (figura 1). Se suelen localizar
fundamentalmente en el polo posterior y en la zona temporal de la macula y su numero
suele ser directamente proporcional a la gravedad de la RD (32).

o Hemorragias intrarretinianas: son la consecuencia de la alteracion de la
permeabilidad vascular capilar, aunque también pueden aparecer tras la ruptura de un
microaneurisma. Se presentan como manchas rojas con limites poco definidos (figura 1)
con tamafio mayor de 100 micras habitualmente, de forma redondeada cuando se
encuentran en las capas plexiforme externa o nuclear interna, o de forma alargada cuando
estan en la capa de fibras nerviosas. EI nimero de hemorragias aumenta
proporcionalmente a la gravedad de la RD (representando un factor prondstico negativo y la
confluencia de un numero elevado de hemorragias debe hacer sospechar la presencia de
areas isquémicas (32).

o Exudados lipidicos o Exudados duros: representan acumulos extracelulares
de lipidos vy lipoproteinas extravasados como consecuencia de la alteracion de la
permeabilidad vascular y de las alteraciones reologicas intravasculares. En la oftalmoscopia
se presentan como depositos blanco amarillentos de bordes bien definidos, que suelen
situarse cerca del polo posterior, en areas con presencia de microaneurismas (figura 1).
Pueden distribuirse de forma aislada, agrupados en forma de circulo (circinada) o de
estrella, o bien, si son muy abundantes, en forma de placa compacta (32). En otros casos,
como aquellos en los que existe comorbilidad con hipertension arterial o dislipemia
descontroladas, los exudados pueden distribuirse de forma lineal a lo largo de los grandes
vasos de la retina. La localizacidn, el numero y la extension de estos exudados esta

relacionada con la gravedad del EMD, pero no con la progresion de la RD (41).
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Figura 1: Retinografia en color con signos oftalmoscdpicos de RD asociados a hiperpermeabilidad

vascular; Microaneurisma (flecha azul); microhemorragia (flecha amarilla); exudados duros (flecha verde).

5.2 LESIONES ASOCIADAS A FENOMENOS VASCULARES OBSTRUCTIVOS

e Exudados algodonosos o exudados blandos: representan material de desecho del
flujo axoplasmico que se producen en respuesta a microinfartos a nivel de la capa de fibras
nerviosas por oclusién subita de arteriolas precapilares. En la oftalmoscopia, aparecen como
manchas blancas ovaladas, de limites difusos (figura 2) con un tamafio que varia entre 300 y
700 micras (32). Suelen encontrarse cerca del nervio dptico debido a la confluencia de fibras
nerviosas a ese nivel. Su numero suele ser proporcional al grado de gravedad de la RD, sin
embargo no se consideran factor prondstico debido a que suelen desaparecer
espontdneamente en semanas o meses (42).

e Anomalias vasculares: pueden ser de dos tipos, pudiendo coexistir ambos:
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- Arteriales: estenosis, envainamientos y oclusiones.

- Venosas: las mas frecuentes. Pueden presentarse como dilataciones,
duplicaciones, asas vasculares, envainamientos y exudados perivenosos. Pero
la forma mas habitual de presentacion es el arrosariamiento venoso, que alterna
estenosis y dilataciones vasculares. Menos frecuentes son las anomalias
microvasculares intrarretinianas (AMIR) que aparecen como respuesta a la
isquemia focal en forma de canales telangiectasicos con permeabilidad alterada
que conectan dos vénulas en forma de asa (43).

Estas anomalias constituyen un indicador muy fiable de hipoxia retiniana y de la

existencia de areas de isquemia. En concreto, los arrosariamientos venosos y las

AMIR son uno de los indicadores mas fiables de la progresion de la RD hacia

formas proliferativas, ya que sugieren una neovascularizacién presente o inminente

(32).

e Neovascularizacion: estan formados por células endoteliales que no tienen uniones
intimas entre si, lo cual les confiere una permeabilidad muy alterada con gran tendencia a
dejar pasar la sangre a través de ellos. En fases avanzadas de la enfermedad, estos vasos
se asocian a tejido fibroso de soporte (proliferaciones fibrovasculares). Su aparicién
confirma la presencia de una forma proliferativa de DR, lo cual traduce el estado de falta de
perfusion de la retina. Esta isquemia estimula la liberacién de VEGF y otros factores
angiogénicos, que son los encargados de activar la formacién de estos vasos anormales en
los territorios venosos (43). Los neovasos suelen estar localizados en los 45° centrales de la
retina, habitualmente sobre los vasos peripapilares (neovascularizacion papilar) o en los
limites de areas no perfundidas o isquémicas de la retina (neovascualrizacién extrapapilar)
(figura 2). Se originan en capas internas de la retina, progresando a través de la membrana

limitante interna y extendiéndose hacia la hialoides posterior (32). En fases mas
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avanzadas, las proliferaciones fibrovasculares aumentan su adherencia a la hialoides,
ejerciendo un mecanismo de contraccion sobre ella que desencadena en ocasiones
complicaciones como la hemorragia subhialoidea, o vitrea, y el desprendimiento de retina

traccional (44).

Figura 2: Retinografia en color con signos oftalmoscdpicos de RD asociados a fenémenos obstructivos:

Exudados algodonosos (flecha amarilla); Neovasos (flecha verde)
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6. CLASIFICACION

6.1 CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA DM (ADA) (45)

o DM tipo 1 (DM1): destruccion de las células beta pancredticas, que

normalmente conlleva deficiencia absoluta de insulina.

o DM tipo 2 (DM2): déficit progresivo en la secrecion de insulina en el contexto de

una resistencia aumentada a la insulina.

o DM gestacional: diabetes diagnosticada en el segundo o tercer trimestre de

embarazo que no cumple criterios posteriores de diabetes.

o Otros tipos de diabetes debida a otras causas (por ejemplo defectos genéticos
en la funcion de las células beta (MODY) o en la accion de la insulina, defectos del pancreas
exocrino (fibrosis quisticas) o producida por sustancias quimicas o0 medicamentos (tratamientos

contra el VIH, o tras trasplante de 6rganos).
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6.2 CLASIFICACION CLINICA DE LARD

La prevencion y el manejo de la RD exigen el empleo de criterios homogéneos de
clasificacion. Aunque hasta el momento presente se han desarrollado varias clasificaciones, la
que tiene mayor valor cientifico y esta considerada como patrén de referencia es la establecida
por el Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) (46). Se trata de una modificacion
de la clasificacion original de Arlie House empleada para valorar fotografias de fondo de ojo, y se
basa en el anélisis de imagenes estereoscopicas de 30° de extension realizadas, con la pupila
dilatada, en los 7 campos estandar. Su objetivo fundamental era valorar la gravedad o riesgo de
progresion de cada uno de los estadios. El estadiaje se establece en funcién del tipo y del
numero de lesiones observadas por comparacion con las fotografias estandar propuestas por el
ETDRS. Era la clasificacién mas utilizada en investigacion clinica, pero tiene demasiados niveles
y requiere comparacion constante con fotografias de referencia, por lo que no es facilmente

aplicable a la préactica clinica.

Con la finalidad de conseguir una mejor comunicacion entre todos los oftalmologos, el
Global Diabetic Retinopathy Project Group (GDRPG) propuso en el 2002 la Escala Internacional
de Severidad de la Retinopatia Diabética, basada en los datos del ETDRS, y por su mayor
aplicacion a la préactica clinica, es la mas comunmente utilizada, y por ello, la que se ha seguido

en este estudio (47).
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Tabla 1: Clasificacion clinica internacional de la RD (GDRPG)

GRADO DE RD SIGNOS OFTALMOSCOPICOS

SINRD Ausencia de microaneurismas (mA)

RD NO PROLIFERATIVA (RDNP)

e LEVE So6lo mA

o MODERADA mA asociados a < 20 hemorragias intrarretinianas (H)
en cada uno de los 4 cuadrantes (C), exudados duros
(ED), exudados algodonosos (EA), arrosariamiento

venoso (AV) en 1 s6lo C.

e SEVERA mA asociados a uno de los siguientes:

e Hseveras (>20)enlos4 C
e AVenmasde2C

e Anomalias microvasculares intrarretinianas

(AMIR)>1C
e MUY SEVERA mA asociados al menos a 2 de los hallazgos anteriores
RD PROLIFERATIVA (RDP) Neovasos (NV) y/o H prerretiniana o Hemovitreo.
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Figura 3: Retinografia en color sin signos de RD.

Figura 4: Retinografia en color con signos de RDNP leve.
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Figura 5: Retinografia en color con signos de RDNP moderada.

Figura 6: Retinografia en color con signos de RDNP muy severa.
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Figura 7: Retinografia en color con signos de RDP

Figura 8: Retinografia en color con signos de RDP y hemorragia prerretiniana y vitrea.
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6.3 CLASIFICACION DEL EDEMA MACULAR DIABETICO

La clasificacidn clinica clésica (Tabla 2) se ha ido sustituyendo por otras basadas en
técnicas diagndsticas més recientes, como la Angiografia con fluoresceina (AFG) (Tabla 3) y la

Tomografia optica Computerizada (OCT) (Tabla 4).

Tabla 2: Clasificacion clinica del EMD

CLASIFICACION CLINICA DEL EMD DEL ETDRS (46)

SIN EM

EMCS (Edema macular clinicamente significativo)

e  Engrosamiento a menos de 500 micras de la fovea
e  Exudados duros a menos de 500 micras de la fovea con engrosamiento retiniano asociado

e  Engrosamiento retiniano > 1 didmetro de disco (DD), parte del cual esta a menos de 1 DD del centro

Figura 9: Retinografia en color con signos de EMD clinicamente significativo.
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Tabla 3: Clasificacién angiografica del EMD

CLASIFICACION ANGIOGRAFICA DEL EMD

EMD FOCAL: Area bien definida de difusién procedente de microaneurismas (mA) o Area de difusion asociada a

mA > 67%

EMD MULTIFOCAL.: Varias areas de difusion local

EMD DIFUSO: Area de fluorescencia de difusion tardia > 2 diametros de disco (DD) con afectacion foveal o Area

de difusion asociada a mA > 33%

EMD MIXTO: Coexistencia de EM focal y difuso

Figura 10: Angiografia con fluoresceina con signos de EMD multifocal: se aprecian varios focos de

difusion focal de fluoresceina alrededor de la macula.
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Tabla 4: Clasificacion del EMD basada en la tomografia de coherencia optica.

CLASIFICACION DEL EMD BASADA EN OCT (Panozzo et al (48)

SEGUN LA MORFOLOGIA:

E1: engrosamiento simple que afecta las capas externas de la retina sin espacios quisticos
E2a: de 2 a 4 pequefios quistes

E2b: configuracion petaloide o quiste central Unico grande

E2c: coalescencia de varios quistes, degeneracion retiniana quistica

E3: desprendimiento del neuroepitelio aislado 0 asociado a engrosamiento simple o quistico

SEGUN LA TRACCION EPIRRETINIANA

TO: Ausencia de hiperreflectividad epirretiniana

T1: linea continua hiperreflectiva plana sin distorsion evidente de la retina
T2: linea continua hiperreflectiva plana con distorsion evidente de la retina
T3: traccion oblicua o anteroposterior de la macula

Figura 11: Tomografias de coherencia Optica. A: Engrosamiento esponjoso; B: Engrosamiento quistico; C:

Desprendimiento del neuroepitelio asociado a engrosamiento esponjoso y quistico; D: EMD E3 con traccion
epirretiniana T3. (Figura extraida de Imaging Modalities for the Management of DME. What works best and what

looks promising for the future. Yasha S. Modi, MD, and Justis P. Ehlers, MD).
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7. DIAGNOSTICO

El diagnostico de la retinopatia diabética es fundamentalmente clinico, basado en la
exploracién ocular completa del paciente. Sin embargo, los resultados de diversas pruebas
complementarias han ido adquiriendo mayor importancia en el diagndstico y tratamiento precoz

de esta patologia.

7.1 EXAMEN OCULAR

o Medida de la Agudeza Visual: mediante lectura de letras, figuras u objetos

presentadas en optotipos de medicién estandarizados.

° Biomicroscopia anterior: examen ocular mediante lampara de hendidura, que

permite el estudio de los anejos oculares, el segmento anterior del ojo y el fondo de ojo.

o Oftalmoscopia: examen del fondo del ojo realizado, por lo general, bajo
midriasis farmacoldgica obtenida mediante instilacion de colirios midriaticos en el fondo de saco

conjuntival. Para su realizacion, se utilizan diversos métodos:

- Oftalmoscopio: directo o indirecto

- Lentes de exploracion ocular: de contacto o de no contacto. Las dltimas son
lentes convexas de alta potencia (20, 78, 90 dioptrias,...) disefiadas para
obtener un amplio campo de vision del fondo de ojo. Constituyen el método mas

utilizado en la préactica clinica habitual
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7.2 PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

o Retinografia: consiste en la obtencion de imagenes de la retina mediante
camaras fotograficas digitales o analdgicas. Se puede realizar en condiciones midriaticas 0 no

midriaticas.

o Angiofluoresceingrafia: consiste en la obtencion de imagenes de la retina
mediante camaras fotograficas digitales o analdgicas tras la inyeccion endovenosa de un
colorante. Se emplean habitualmente 5 ml de fluoresceina sddica al 10%, que es una sustancia
colorante fluorescente que es excitada por una longitud de onda de luz azul de 465y 490 nmy
emite inmediatamente en otra longitud de onda mas larga de luz verde amarillento de 520 a 530
nm. La emisién cede al parar la excitacion. Un 80% de la fluoresceina se une a proteinas
séricas, mientras que un 20% permanece libre en sangre circulante permitiendo la fluorescencia,
que es recogida en las imagenes obtenidas. Esta técnica permite un anélisis muy preciso de la
circulacion sanguinea retiniana y una localizacion precisa de las alteraciones vasculares
caracteristicas de la retinopatia diabética. Sin embargo, al ser una técnica invasiva, no esta
indicada como prueba de rutina o valoracién de base de estos pacientes, y se reserva para
casos mas concretos (49). Sus principales indicaciones son las siguientes (50): Guia para el
tratamiento del edema macular diabético, evaluacion de una pérdida de vision inexplicada,
busqueda de neovascularizacion incipiente y despistaje de pacientes sin 0 con minima

retinopatia diabética.

o Ultrasonidos: la ecografia oftdlmica se ha utilizado desde 1956 en el
diagnéstico de los trastornos oculares. Su utilizacién en la RD es rutinario y esencial. Sin
embargo, su mayor aplicacion esta limitada al analisis de casos severos de la enfermedad,

especialmente en aquellos en los que no hay transparencia de medios, bien sea por la presencia
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de hemorragia vitrea, o por la opacificacion de las lentes naturales del ojo, como son la cérnea y
el cristalino. Por lo tanto, no representa un método diagnéstico principal en el analisis de las
fases precoces de la enfermedad. Sus indicaciones principales son las siguientes (51):
hemorragia vitrea, desprendimiento del vitreo posterior, proliferacion fibrovascular hialoidea
anterior, adherencias y tracciones vitreorretinianas, desprendimiento de retina traccional, edema

macular, desprendimiento de coroides, preoperatorio de vitrectomia.

o Tomografia de coherencia 6ptica (OCT, por sus siglas en inglés): es una
técnica no invasiva, sin contacto, que utiliza ondas de luz para generar, mediante técnicas de
interferometria de baja coherencia, imagenes tomogréficas de la retina de alta resolucién. Es un
método simple, rapido, sensible, reproducible, y no invasivo, que permite un analisis preciso de
datos anatémicos retinianos, como son el espesor, el volumen y la superficie, asi como la
deteccion de desviaciones de la normalidad estructural de la retina, permitiendo el diagnéstico de
multitud de patologias vitreorretinianas y de patologia del nervio dptico, mostrando un corte
tomografico con iméagenes de la macula cuya resolucidn se acerca cada vez mas al modelo ideal
del corte histologico (52). También permite valorar la evolucion natural de la enfermedad, la
orientacion terapéutica mas idonea y la monitorizacion de la respuesta al tratamiento. Por tanto,
se ha convertido en la prueba mas importante en el manejo de las complicaciones asociadas a la
RD. Sus principales limitaciones son las alteraciones que producen opacidades de medios (como
las ya mencionadas cataratas, o hemorragias vitreas) y su relativa limitacién al polo posterior del
0jo, ya que los cortes tomograficos habitualmente disponibles en estos dispositivos suelen
abarcar hasta 6 mm de extensién (53). La OCT utiliza un diodo superluminiscente que actla
como fuente de luz y proyecta en la retina un haz luminoso que abarca los 840 nm y barre la
retina emitiendo pulsos Opticos cortos dirigidos a un espejo de referencia. La reflectividad

obtenida de las estructuras intraoculares a diferentes distancias es comparada con la emitida por
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el espejo de referencia y procesada por un detector que envia la informacién al monitor del
ordenador encargado de mostrar la imagen final (figura 12). Las imagenes obtenidas son el
resultado de la realizacion de multiples medidas axiales en diferentes puntos de un eje
transversal. Cada medida longitudinal muestra el comportamiento de una porcion de tejido frente
a un haz de luz y se expresa en funcién de la reflectividad presente (figura 13). La alta
reflectividad implica un bloqueo parcial o total al paso de luz (exudados duros, fibrosis,...) y la
baja reflectividad expresa la poca o nula resistencia al paso de la luz (edema, desprendimientos
Serosos,...). Las imagenes resultantes se muestran en una falsa escala de color donde el

espectro rojo blanco se corresponde con alta reflectividad y el negro-azul a baja reflectividad.

Baeyrds referecia Tomografia de coherencia 6ptica - dominio del tiempo
@ Lente
|
l? Interferémetro

| @ S
Lentes f P j Detector

—_—  ——— P

| :

: |

®

: — Wl | &/ Adquisicion

Espejo director

WA
* €t ¥ procesamiento

- g de datos
B-scan final A-scan final

Figura 12: Componentes y funcionamiento de un Tomaografo de coherencia dptica de dominio tiempo. A:
espejo de referencia; B: espejo director; C: Interferometro; D: Laser diodo; E: Detector; F: Unidad de procesamiento
de datos; G: corte tomogréfico final axial; H: scan bidimensional final (imagen extraida de

https://examenesespecialesoptometria.wordpress.com).
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Nerve fiber layer
Ganglion cell layer
Inner plexiform layer
Inner nuclear layer
Outer plexiform layer
Outer nuclear layer

External limiting membrane
Ellipsoid zone (IS/OS junction)
- Interdigitation zone
- Retinal pigment epithelium.

Figura 13: Imagen de OCT macular que muestra las capas de la retina (figura extraida de Learning to
read retinal OCT. Physicians who spend time understanding OCT’s lexicon will discover its diagnostic value. Jessica

G. Lee, MD and Richard B. Rosen, MD. July 1, 2015).

- Tipos de OCT:

= De dominio temporal: obtiene una imagen seccional mediante la
medicién del tiempo de retardo de la intensidad reflejada y dispersada de la luz.
En este caso, en el interferdmetro el brazo de referencia tiene un espejo en
movimiento que puede ser escaneado en la direccion axial. Dado que la
distancia a la que se encuentra el espejo de referencia puede conocerse,
podemos localizar la distancia a la que se encuentra la estructura de la retina
que ha producido un reflejo que ha coincidido con el reflejo proveniente del

espejo de referencia.

= Dominio espectral (SD-OCT): obtiene toda la informacion sin
exploracion axial a través del tejido, mediante la evaluacion del espectro de la
interferencia entre la luz reflejada y un espejo estacionario. La longitud del brazo
de referencia es fija. Las interferencias se obtienen para diferentes longitudes de
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onda simultaneamente y la luz de salida del interferometro se analiza con un
espectrometro. El espectrometro resuelve estas interferencias de las diferentes
profundidades simultaneamente usando una transformada de Fourier y por

ultimo la sefial es detectada por un fotodiodo seguido por la digitalizacién.

= Swept Source: esta técnica minimiza la dispersion que crea el epitelio
pigmentario, lo que impide la visualizacion de capas mas internas, mediante la
utilizacién de una longitud de onda superior (1050 nm frente a 840 nm en la SD-
OCT) para el laser utilizado en esta tecnologia, asi como la utilizacién de
fotorreceptores en lugar de camaras CCD. Todo ello conduce a un aumento en
la resolucion (1 um). La velocidad de barrido en estos instrumentos es doble que
la de la SD-OCT (100.000 A-scan / s en comparacion con 50.000 A-scan / seg),
lo que permite una mayor rapidez en la adquisicion de los B-Scans. Este
aumento, es lo que permite visualizar un campo considerablemente mas amplio
(12 mm frente a 6-9 en la SD-OCT) y una visualizacion tridimensional del vitreo,

la retina y la coroides.

= Angio OCT (OCT -A): aprobada por la FDA en 2016, se basa en la
diferencia de retrodispersion de la luz que existe entre el tejido neurosensorial y
vascular de la retina. Debido a que esta diferencia depende del movimiento
intrinseco de los tejidos, y los glébulos rojos se encuentran en movimiento, las
imagenes de OCT - A son basicamente de contraste de movimiento. Estas
imagenes de alta resoluciéon aportan informacion fiable de las estructuras
vasculares de la retina, a un nivel préximo a la resolucion de un corte histoldgico,
y pueden servir para evaluar multiples patologias como las telangiectasias,

microaneurismas, areas con déficit de perfusion, o neovascularizacion capilar,
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entre otras muchas, siendo de gran utilidad en enfermedades vasculares como
la RD, la trombosis venosa retiniana, la degeneracion macular asociada a la

edad, o las oclusiones arteriales (56).

Tipos de datos obtenidos:

= Datos cuantitativos: basados en la mediciéon del espesor retiniano.
Mediante obtencién de datos protocolizada, se realizan 6 cortes tomograficos
radiales centrados en fovea. La macula se divide en 9 sectores incluyendo tres
anillos concéntricos y cada uno de ellos divididos en 4 sectores diferentes.
Existen 2 diametros méximos en el anillo externo: 3,45 y 6 mm. En cada sector
se mide el espesor medio y se expresa tanto en escala de color como en valor
numérico, o en volumen. Estos datos permiten el estudio comparativo en el

tiempo de manera automatica mediante protocolos de anélisis de datos de

pruebas obtenidas en distintas fechas, con un alto grado de fiabilidad (52).
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Figura 14: Informe morfolégico de grosor y volumen retiniano macular. Stratus OCT 3000 (Zeiss Meditec,
Jena-Germany), protocolo de adquisicion de imagenes Fast Macular Thickness.
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= Datos cualitativos: relacionados con la estructura anatémica retiniana y

su imagen tomografica. Podemos diferenciar, entre ofros signos, exudados

duros, hemorragias, fibrosis, tejido prerretiniano fibroglial, fluido seroso,

desprendimientos de retina traccionales, ... En lo referente al edema macular

diabético, podemos diferenciar entre los patrones ya descritos previamente en

la clasificacion del EMD, con los siguientes signos en el corte tomogréfico:

Engrosamiento retiniano tipo simple o esponjoso: zona de
hiporreflectividad difusa y homogénea en las capas externas de

la retina con aumento de grosor.

Engrosamiento retiniano cistoide o edema macular quistico: los
quistes se presentan como espacios de baja reflectividad
circulares u ovoides, divididos por membranas delgadas
normorreflectivas  (constituidas por células de Mdller) que
aparecen primero en capas externas de la retina,

extendiéndose posteriormente a todo el espesor.

Desprendimiento neuroepitelial seroso: suele aparecer en fases
mas cronicas de la enfermedad, en las que la rotura de las
paredes de los quistes conlleva el acimulo de fluido submacular
representado como un espacio sin reflectividad por encima de la

capa del epitelio pigmentario de la retina.

Componente traccional: en ocasiones, a cualquiera de los
patrones previos se puede afadir la presencia de traccion focal

o difusa de la hialoides posterior, de una membrana
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epirretiniana, de un engrosamiento de la membrana limitante
interna o de la presencia de proliferaciones fibrovasculares, que
suelen observarse como bandas hiperreflectantes adheridas a

las capas mas internas de la retina (52).

51



INTRODUCCION

8. APROXIMACIONES TERAPEUTICAS

El abordaje de la RD requiere de un manejo multidisciplinar, que debe abarcar tanto los

factores sistémicos como los propiamente oculares.

8.1 CONTROL METABOLICO

Las recomendaciones de 2018 de la American Diabetes Association (ADA) aconsejan

los siguientes niveles de control (57):

° Control Glucémico:

- Hemoglobina glicosilada (HbA1c) < 7%

- Glucemia capilar preprandial entre 70 y 130 mg/dl y postprandial < 180 mg/dl

o Control lipidico:

- Niveles de colesterol LDL < 100 mg/dl (<70 mg/dl en casos de enfermedad

cardiovascular conocida)

- Niveles de colesterol HDL > 40 mg/dl en varones y > 50 mg/dl en mujeres

- Niveles de triglicéridos < 150 mg/dl

° Control tensional:

- TAsistolica < 140 mmHg

- TAdiastdlica < 80 mmHg
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A pesar de estas recomendaciones, el abordaje sistémico del paciente debe ser
individualizado, teniendo en cuenta la actitud del paciente y las posibilidades del tratamiento
(tendiendo a ser mas estricto en pacientes mas colaboradores, y mas laxos en el caso contrario),
los efectos nocivos de una hipoglucemia por control estricto, la duracion de la enfermedad ( ser
mas estrictos si el diagnéstico ha sido reciente), la esperanza de vida (a mayor esperanza de
vida, mayor control), las comorbilidades y las complicaciones vasculares establecidas
(intensificar el control cuando estas no estén presentes, o estén mas controladas) y los recursos

disponibles y sistemas de apoyo de los que se dispone en el medio.

8.2 TRATAMIENTO OCULAR

Tradicionalmente el tratamiento de la RD se basaba en el tratamiento con
fotocoagulacion laser. Sin embargo, los resultados en cuanto a ganancia y estabilizacién de la
agudeza visual (AV) eran limitados. Por eso, la aparicién de los corticoides de posible uso
intraocular supuso una mejoria importante, a pesar de ser transitoria y de ir asociada a un alto
porcentaje de efectos adversos. Posteriormente, la aparicion de terapias de uso intravitreo que
bloguean el factor de crecimiento endotelial vascular han mejorado muy significativamente la

tasa de estabilizacion de la AV, y ain mas, la posibilidad de ganancia de AV.

8.2.1 Fotocoagulacion con laser: se usan distintos tipos de laser de distintas
longitudes de onda, que una vez aplicados suelen ser absorbidos por la retina interna
(pigmento xantofilo), la hemoglobina, o la melanina del segmento posterior del ojo. Tiene
como efectos adversos, entre otros, la aparicion de escotomas paracentrales, la induccion
de neovascularizacién coroidea, el aumento transitorio del edema macular, la fibrosis

subretiniana y el crecimiento de las cicatrices del laser a largo plazo. Este tratamiento se
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utiliza tanto en el control de la progresion de la RD como en el del EMD, siguiendo las

directrices del ETDRS (58):

e Control de la progresion a RDP con panretinofotocoagulacion.

e Control del EMD:

- EMD focal o multifocal: se aplica el laser sobre los microaneurismas que
presenten fuga angiografica entre 500 y 3000 micras del centro de la

zona avascular de la fovea.

- EMD difuso: si no existe traccion, se aplica el laser en patrén de rejilla
modificada utilizando impactos de baja intensidad y spot de 50-100

micras.

Figura 15: Panretinofotocoagulacién incompleta en RDP (imagen extraida de

https:/fimagebank.asrs.org/file/5338/prp-laser).
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8.2.2 Tratamiento farmacoldgico:

o Corticoides intravitreos: constituyen uno de los medicamentos disponibles
mas potentes y efectivos para el tratamiento de la inflamacion ocular. Son
unos potentes farmacos antinflamatorios que, dependiendo de la dosis
utilizada pueden ademas suprimir la proliferacién celular. Actuan inhibiendo
la accion de la fosfolipasa A2, por lo que se inhibe la sintesis del acido
araquiddnico, que es el responsable de la sintesis de leucotrienos y de
prostaglandinas, los cuales son finalmente el origen de los fendmenos
inflamatorios que van a dar lugar a una serie de situaciones patolégicas a
nivel ocular (vasodilatacion capilar, edema retiniano,....) (59). Los
corticosteroides pueden ser administrados por diferentes vias, pero cuando
se desea que actuen a nivel ocular hay que tener en cuenta que existen dos
barreras anatémicas (esto es, la barrera hematoacuosa y la barrera
hematorretiniana) que limitan la difusién del farmaco. Sin embargo, cada dia
disponemos de mas informacion sobre su farmacocinética, lo que posibilita
su utilizacién mas correcta, maximiza su eficacia, reduce sus efectos
indeseables y amplia sus indicaciones terapéuticas. Sus principales posibles
efectos secundarios son el aumento de la incidencia de progresion de
cataratas y aumentos de la presion intraocular. Los farmacos disponibles en

la actualidad son:

- Triamcinolona acetonido intravitrea: su eficacia en la reduccién del
EMD es notable, pero se acompafia de efectos adversos importantes
como el desarrollo de cataratas, y el aumento de la presion intraocular

(60).
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- Dispositivos de liberacion prolongada de corticoides: con mayor
efectividad y menos efectos adversos. Ozurdex© (dispositivo
biodegradable de polilatico glicdlico de liberacion de dexametasona
durante 4 a 6 meses), e lluvien © (dispositivo no biodegradable de

acetonido de fluocinolona).

Terapia antiangiogénica: en el paciente con RD, los niveles del VEGF se
encuentran muy elevados con respecto a pacientes sanos (61). El bloqueo de
este factor mediante inyecciones intravitreas ha supuesto una revolucién en
el control del EMD. Estas inyecciones se administran periddicamente por via
intravitrea, con una media de 8-9 inyecciones en el primer afio de
tratamiento, 2-3 en el segundo y 1-2 en el tercero, existiendo gran
variabilidad al respecto en los multiples estudios y entre distintos farmacos
anti-VEGF. La estabilizacion visual y la ganancia de letras que se obtiene con
estos tratamientos es mucho mayor a la obtenida tanto con laser, como con
corticoides, e incluso superior a la obtenida con la asociacion de cualquiera
de ellos juntos. Actualmente, son varios los farmacos utilizados para tratar el

EMD:

- Lucentis © (ranibizumab): es un fragmento de anticuerpo monoclonal

humanizado que fue el primer farmaco aprobado para este uso.

- Eylea © (aflibercept).

- Avastin © (bevacizumab): su uso no ha sido aprobado para tratar el
EMD, pero se utiliza en calidad de medicamento de uso compasivo en

Espafia y muchos otros paises.
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8.2.3 Tratamiento quirurgico del EMD: La técnica de la Vitrectomia pars plana (VPP)
se usa habitualmente en casos refractarios de EMD, muchas veces como ultima opcién de
tratamiento, y en dos casos bien diferenciados:

o EMD difusos con componente traccional: suele ser generado por la
presencia de proliferaciones vitreoretinianas, por desprendimientos
andmalos del vitreo posterior con traccién vitreomacular, por la presencia de
una hialoides engrosada y tensa, o por la presencia de membranas
epirretinianas.

o EMD difuso no traccional: en este caso, el tratamiento quirurgico es mas

controvertido, obteniéndose buenos resultados anatémicos a corto plazo,

pero sin mejorias anatémicas o funcionales a largo plazo.

Figura 16. Vitrectomia retinopatia diabética (25G Vitrectomy in a case of prolipherative diabetic retinopathy

treated with 360 vitreous truncation and segmentation/delamination. D.Ruiz Casas)
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9. HERENCIA Y GENETICA EN LA RETINOPATIA DIABETICA

La duracion, la hipertension arterial y el mal control glucémico son los principales
factores de riesgo implicados en el desarrollo de la retinopatia diabética. Por lo tanto, el estricto
control de la tension arterial y de los niveles de glucosa junto con la aplicacién de los distintos
programas de cribado diagnostico son los principales métodos de prevencidn de la enfermedad.
Sin embargo, diversos estudios han demostrado variaciones en la aparicion y el desarrollo de
esta complicaciéon que no pueden ser asociados a estos factores de riesgo (62). Por ejemplo, en
el estudio ADVANCE (63), el estricto control metabodlico orientado a reducir los niveles de
Hemoglobina glicosilada por debajo de 6.5% no demostré una disminucién asociada de la
incidencia de la RD en un periodo de 5 afios. Ademas, la reduccion de la TA hasta niveles casi
normales tampoco demostrd un enlentecimiento en la progresion de la RD. Aln mas interesante
es el dato de que pacientes del estudio con mal control metabdlico y con cifras tensionales
elevadas no llegaron a desarrollar RD. Estos y otros muchos datos sugieren que los factores
geneéticos pueden jugar un papel determinante en la susceptibilidad personal para desarrollar

RD.

La susceptibilidad en la aparicidén y progresion de la RD también es reflejada por la
mayor prevalencia e incidencia en determinados grupos étnicos, como son los africanos,
afrocaribefios, surasiaticos, latinoamericanos, y poblaciones tribales, en comparacion con
poblaciones europeas o relacionadas a estas, a pesar de que estas diferencias no se han

encontrado en todos los estudios (64 - 68).

Los factores genéticos podrian participar tanto en la aparicién, como en la progresion de
la RD. Diversos estudios han detectado variaciones entre el 25 y el 50 % para la RDP que

podrian estar asociados a la herencia (69, 70). Otros estudios han encontrado alta concordancia
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en el desarrollo de RD en gemelos (68% en DM tipo 1, y 95% en DM tipo2) (71), y en el estudio
Diabetes Control and Complication Cohort se calcul6 una odds ratio de 3.1 para el desarrollo de
RDNP severa en el caso de tener un familiar diagnosticado de RD (72). Se han encontrado

resultados parecidos en otros estudios similares de factores de riesgo.

La RD es un ejemplo de enfermedad genética compleja, a diferencia de enfermedades
monogénicas (causadas por unico gen, o mendelianas) (73). Generalmente, las enfermedades
monogeénicas (como son la retinitis pigmentaria, o la enfermedad de Leber) son relativamente
infrecuentes y son causadas por la mutacion de un unico gen que produce el fenotipo
caracteristico. Por el contrario, las enfermedades genéticas complejas o poligénicas (como la
Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) o la RD) suelen ser frecuentes y estar

relacionadas con multiples genes y factores medioambientales.

Con el estudio genético se pretende detectar variantes gendmicas asociadas a un mayor
riesgo de complicaciones en pacientes con RD, con la esperanza de que la localizacion vy la
funcion de estas variantes sefialen genes y vias moleculares que puedan estar implicadas en la
etiologia de esta enfermedad. Este enfoque genético puede ser muy beneficioso a la hora de
detectar a pacientes especialmente susceptibles a desarrollar complicaciones asociadas a la RD,
que podrian ser candidatos para tratamiento precoz o preventivo (como en el caso del EMD en

nuestro estudio).

En el estudio genético de la RD existen principalmente tres lineas de investigacion (74):
estudio de genes diana, estudios de asociacion familiar y estudios de asociacién del genoma

completo (GWAS).
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9.1 ESTUDIO DE GENES DIANA

Los principales estudios hasta la fecha se centran en el estudio de genes que codifican

proteinas implicadas en el desarrollo de la RD o en las vias metabdlicas de los polioles, de la

formacion de productos avanzados de la glicosilacion (AGE, advanced glicosylation end

products) o de la angiogénesis mediada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

inducida por hipoxia (75). Las lineas mas avanzadas se centran en el estudio de las siguientes

moléculas: aldosa reductasa, receptor para productos de glicosilacién avanzada (RAGE), enzima

convertidora de la angiotensina (ECA), eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento de endotelio

vascular, sintasa del 6xido nitrico, endotelina 1, inteleucinas, y CD40 (73, 74, 75). En nuestro

estudio, analizaremos polimorfismos de genes que codifican las siguientes moléculas:

9.1.1

FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL VASCULAR (VEGF): es un mediador
mitogénico, angiogénico y potente estimulador de la permeabilidad vascular, y ha sido
relacionado como un importante factor contribuyente en el desarrollo de la RD. Tanto la
hipoxia, como la hiperglucemia estimulan la sintesis de este factor, lo que explica el
aumento de sus niveles, y de la expresion de sus receptores en retinas diabéticas (76).
El gen que lo codifica se encuentra situado en el cromosoma 6 (6p21.3) y consta de
ocho exones y siete intrones. El procesamiento alternativo del RNA genera transcritos
que codifican al menos seis isoformas de la proteina, con distinto nimero de
aminoacidos: de 121, 145, 165, 183, 189 y 206 (79). Se han descrito al menos 30 SNPs
en el gen que codifica VEGF. Cuatro de ellos son relativamente comunes: —2578A>C
(rs699947), —1154G>A (rs1570360) y —634G>C (rs2010963) se localizan en la region
promotora; y +936C>T (rs3025039), en la regién 3" no traducida (UTR 3°) (85, 87). Los
alelos -2578A, -1154A y -634G se han asociado a una menor expresion de VEGF (81), y

60



INTRODUCCION

9.1.2

9.1.3

el alelo +936T a menores niveles de VEGF en sangre. El polimorfismo del gen VEGFA -

2578A>C consiste en un cambio de una adenina (A) por una citosina (C).

SINTASA ENDOTELIAL DEL OXIDO NIiTRICO (NOS3): es la molécula encargada de
catalizar la formacién de la molécula del NO a partir de su sutrato L-arginina, y ha sido
implicada en la patogénesis de las complicaciones vasculares de la diabetes (91, 92). El
gen se encuentra en el cromosoma 7qg36.1 y esta constituido por 25 intrones y 26
exones con un tamafio de 21 kb que codifican un mRNA de 4052 nucleétidos (94). Se
han descrito muchos polimorfismos de este gen (93-98). EI SNP 894G/T (Glu298Asp)
(rs1799983) se ubica en el exdn 7 del gen de la eNOS, y se caracteriza por un cambio
de guanina por timina en la posicion 894 del gen (894G>T), y la consecuente sustitucion
de glutamato por aspartato en el residuo 298 de la proteina eNOS. Algunos estudios
recientes muestran que esta sustitucion puede producir una metabolizacion mas rapida
de eNOS, y cambios en la estructura primaria de la proteina que podrian alterar la

funcionalidad de la enzima (98).

ENDOTELINA 1 (ET1): Las endotelinas son una familia de péptidos distintos estructural
y farmacoldgicamente, que ha sido identificada y secuenciada en humanos (7). Se han
identificado tres isoformas de la endotelina humana: Endotelina-1, endotelina-2 y
endotelina-3 (99). Endotelina 1 es un potente péptido vasoconstrictor compuesto por 21
aminoacidos y producido por las células endoteliales vasculares (7). Aunque la ET1
normalmente estd en bajas concentraciones en la sangre, pequefios cambios pueden
producir notables efectos tanto locales como sistémicos (102). El receptor de ET1 se
expresa en la retina humana y en la cabeza del nervio dptico, lo cual sugiere el

importante papel que tiene la ET 1 en el ojo (7). El gen que codifica la endotelina-1 se
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914

9.1.5

localiza en el cromosoma 6 y posee 5.5 kilobases. Contiene 5 exones y 4 intrones. Se
han descrito varios polimorfismos de este gen, siendo los mas comunes T-1370G,
+138/ex1 del/ins, T-37/in2C, 594 G>T. En este ultimo, rs5370, se da la transversion de
Guanina a Timina, que se traduce en la sustitucion de lisina por asparragina en el

amino&cido 198 de la endotelina 1 (Lys198Asn) (7).

INTERLEUCINA 1 BETA (IL1B): La familia de la IL-1 consta de dos IL proinflamatorias,
la 1 alfayla 1 beta, y otra, IL-1Ra, es un antagonista del receptor de IL-1. ILB1 potencia
la inflamacion y las defensas inmunitarias. También participa en la remodelacion tisular
y como potente mediador en la inflamacion cronica, por lo que se les ha relacionado con
la patogénesis de la DM y sus complicaciones. Son segregadas por los monocitos y
macréfagos, entre otras células, y se unen al receptor de IL-1 (105). El gen de IL-1 se
encuentra situado en el cromosoma 2q 12-21 (106). El polimorfismo -511 C>T (rs16944)
se encuentra situado en la zona promotora del gen. Se ha descrito la relacién de este
polimorfismo con el metabolismo de la glucosa, de manera que el alelo C, englobado
dentro de un haplotipo que contiene los polimorfismos 315 C>T (rs114634) e intrén 3
A>G (rs391735) de este gen, se asocia a mayores niveles de glucosa y mayor

resistencia a insulina (105).

INTERLEUCINA 4 (IL4): es una citocina hematopoyética que regula parte de la
respuesta inmunitaria mediada por linfocitos Th-2 ademas de estimular a estas células,
desencadenando la produccién de otras citocinas (106). Produce la conversion de
isotipo de células B de Ig-M a Ig- E y estimula la produccion de Ig-E en la sensibilizacion
alérgica o durante infecciones, lo cual también se pone de manifiesto en enfermedades

como la DM (107). El gen de IL-4 se encuentra en el cromosoma 5g31. La relacion de
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9.1.6

los polimorfismos de IL-4 con la DM se ha estudiado en varios grupos (106). El SNP -33
C>T (rs2070874) del gen IL4 se localiza en la zona promotora del gen y se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el polimorfismo -523 C>T y un motivo de repeticion en
tandem (VNTR) localizado en el intrén 3 formando el haplotipo productor de IL4
(Nakashima et al., 2002). El alelo T de la variante -33 se asocia a una mayor produccion
de la citoquina y esta relacionado con mayor susceptibilidad a algunas enfermedades
como el asma y las alergias, mientras que ofrece proteccion frente a enfermedades
autoinmunes mediadas por Th1, como la esclerosis multiple y la artritis reumatoide

(108).

INTERLEUCINA 6 (IL6): es una citocina segregada por las células implicadas en la
respuesta inmunitaria, y por otras presentes en el tejido adiposo y en los musculos, y
regula la respuesta inflamatoria (109,110). El efecto directo de la IL-6 se centra en la
homeostasis y metabolismo de la glucosa, mientras que también puede actuar
indirectamente sobre los adipocitos y las células beta pancreaticas (111). El gen de la IL-
6 se halla situado en el cromosoma 7p15-p21. La expresion del mRNA de IL-6 se ha
relacionado con la resistencia a la insulina, y los niveles de IL-6 también se han
relacionado con la DM2 (112, 113, 114). Los SNPs promotores de IL-6 se han
considerado en otros estudios como factores de riesgo de DM2 (115-119). El
polimorfismo -174 G>C (rs1800795) del gen IL6 se ha estudiado para valorar su
influencia en la susceptibilidad a diabetes y en el desarrollo de nefropatia y retinopatia.
Se ha sugerido que los pacientes diabéticos tipo 1 portadores del genotipo GG podrian

ser menos susceptibles al desarrollo de retinopatia y nefropatia.
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9.1.7

9.1.8

INTERLEUCINA 8 (IL8): es producida por diversos tipos celulares, como las células
endoteliales, epiteliales, o los macréfagos, en respuesta a estimulos inflamatorios, y
desarrolla una potente actividad quimiotéctica (14). En concreto, potencia la inflamacién
e induce la angiogénesis uniéndose a su receptor desencadenando vias de sefializacion
molecular (120, 121, 122). Se han encontrado niveles elevados de IL-8 en la retina y el
vitreo de pacientes diabéticos, y se cree que contribuyen a la progresion hacia la forma
proliferativa de la RD (123). El gen de IL8 se localiza en el cromosoma 4, en la posicion
q12-13. El polimorfismo méas estudiado del gen IL8 es el cambio de adenina por timina
en la posicion -251, en la zona promotora de la proteina (rs4073). El alelo A esta
asociado a una mayor produccion de la proteina y se relaciona con un incremento del
riesgo de padecer nefropatia en diabéticos. El gen IL8, y mas en concreto el
polimorfismo -251, se ha relacionado con las complicaciones derivadas de la diabetes
como la nefropatia y retinopatia diabética, de manera que el verdadero efecto de esta
citoquina puede estar mas relacionado con la predisposicion a las complicaciones de la

diabetes que a la diabetes en si.

CDA40 (cluster of differentiation 40): forma parte de la amplia familia de receptores de
TNF. Se expresa principalmente en linfocitos B, linfocitos T y células presentadoras de
antigenos, aunque también se encuentra presente en otros tipo celulares, como células
endoteliales y células ductales del pancreas (124). CD145 es un ligando de CD40
presente en células T CD4+ y en plaquetas, ademas de en el plasma. La interaccion
entre CD40 y CD145 regula la inmunidad celular y humoral, y activa la inflamacion. Esta
interaccion se ha relacionado con el desarrollo de arteriosclerosis, con el rechazo de
trasplantes y con distintas alteraciones autoinmunitarias (125). El gen CD40 se localiza

en el brazo largo del cromosoma 20, en la posicion q12. La variante -1C>T (rs1883832)
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del gen CD40 se localiza en la secuencia conservada Kozak y estudios funcionales

sugieren que el genotipo TT reduce hasta en un 39% la expresion de CD40 (127).

9.2 ESTUDIOS DE ASOCIACION FAMILIAR

Este tipo de estudios se centran en el andlisis genético de personas enfermas y sanas
de una misma familia, partiendo de la base de que el nimero de diferencias en el ADN entre
familiares es menor que entre personas no emparentadas, aumentando la probabilidad de
detectar la mutacién causante.. Por ejemplo, en uno de los primeros estudios relacionados con la
DM realizados, se analizé el genoma de gemelos con RD, encontrando una concordancia del
68% en DM tipo 1 y del 95% en DM tipo 2, pero no se detectaron regiones gendmicas

especificas compartidas por miembros de una misma familia (128).

9.3 GENOME WIDE ASSOCIATION STUDIES (GWAS)

Los estudios de asociacion del genoma completo representan una nueva herramienta
para identificar genes candidatos. Consiste en |a evaluacion masiva de SNPs (single nucleotide
polymorphisms) basandose en la propiedad del desequilibrio del ligamiento (128), un fenémeno
por el que polimorfismos adyacentes se relacionan entre si por su co-segregacion de una
generacion a otra (128). Los GWAS comparan entre poblaciones las frecuencias con las que se
presentan variantes genéticas distribuidas a lo largo del genoma, con el objetivo de determinar si
existen diferencias en dichas frecuencias que puedan estar relacionadas con la enfermedad o
rasgo que diferencia ambas poblaciones (128). Una vez una variante genética muestra

diferencias entre controles y pacientes para una enfermedad, debe evaluarse su potencial
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contribucion a la misma. En el caso de localizarse en una regién de ADN que codifica para una
proteina, su posible repercusion funcional es mas facil de determinar, en tanto puede afectar a
su estructura o actividad. No obstante, cuando la variante genética se localiza fuera de las
regiones codificantes, aumenta la dificultad para determinar si interviene, o como interviene en la
enfermedad (129). Utilizando datos de dominio publico como la base de datos genéticos
HapMap, y las nuevas tecnologias de DNA arrays, o chips de DNA, varios cientos de miles de
SNPs seleccionados pueden ser estudiados en un unico ensayo (128). Aun asi, los GWAS
tienen sus limitaciones. Los chips de DNA comercializados para este uso proporcionan excelente
cobertura para SNPs comunes, pero tienen poco potencial para detectar variantes raras

infrecuentes (130, 131).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Es objeto de este estudio analizar las caracteristicas demograficas y clinicas de una
muestra de pacientes diabéticos tipo 1 bien controlados, en ausencia de comorbilidades
significativas, sin RD o con RD de bajo grado, asi como su evolucién a lo largo de diez afios, con
especial atencion a los cambios en el grosor retiniano central medido con OCT. Se analizaran las
relaciones de estos cambios de grosor con los polimorfismos de determinados genes que
codifican moléculas implicadas en la patogenia de la enfermedad para poder determinar si la
presencia 0 no de determinadas variantes génicas puede determinar una mayor o menor
susceptibilidad al desarrollo precoz de engrosamiento retiniano. Conocer esta susceptibilidad
puede ser de gran ayuda para poder establecer las estrategias de abordaje diagnostico y

terapéutico precoz que mitiguen el devastador impacto sociosanitario de esta patologia ocular.

Consideramos que la incidencia y la progresion de la RD en una muestra de pacientes
DM 1 de nuestra area de salud con buen control de la enfermedad es menor en la actualidad, en
comparacion con las estimaciones globalmente aceptadas por los estudios de referencia, gracias
a las mejoras en el control metabdlico de los pacientes, especialmente con el uso de nuevas
terapias intensivas de insulina (bombas de infusion). Los estudios que han sido mundialmente
aceptados y utilizados en la practica clinica habitual con la finalidad de establecer prondsticos
de la enfermedad, disefio de programas de cribado, pautas de seguimiento y tratamientos
preventivos pueden haber dejado de ser de referencia actual dado el mejor control oftalmoldgico

delaRD.

Las nuevas tecnologias de imagen tomogréafica de coherencia 6ptica (OCT) son capaces
de detectar cambios de grosor retinianos previos al diagndstico de EMD clinicamente
significativo. También pueden detectar aquellos sectores maculares que se afectan mas
frecuentemente en esta fase de la enfermedad. Es posible relacionar estos cambios con los

distintos polimorfismos de genes que codifican moléculas implicadas en la patogenia de la RD.
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1. HIPOTESIS

o Los pacientes de nuestra &rea de salud tienen un mejor control metabdlico y una
menor progresion de su RD en comparacion con los datos de estimacion reflejados en estudios

clasicos de referencia.

o Los SNP de los genes NOS3, ET1, VEGF, IL1B, IL4, IL6, IL8 y CD40 pueden
estar relacionados con variaciones interindividuales del grosor retiniano central en el desarrollo

subclinico de edema macular diabético y pueden modificar la susceptibilidad de desarrollar EMD.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

o Estudiar si el riesgo de desarrollar EMD o aumento del grosor retiniano
subclinico puede verse modificado por la presencia de variantes en los genes que codifican para
eNOS, ET1, VEGF, IL1B, IL4, IL6, IL8 y CD 40 en los individuos de una muestra de pacientes

de nuestra area de salud con DM 1 bien controlada, y con ausencia o bajo grado de RD.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar epidemioldgica y clinicamente una serie de pacientes DM1 de
nuestra area de salud tras seguimiento de 10 afios y comparar estos resultados con los
disponibles en la literatura cientifica que han servido como referencia en la prediccion de la

evolucion de la enfermedad.

o Determinar la distribucion de genotipos de los polimorfismos de los genes NOS3,

ET1, VEGF, ILB1, IL4, IL6, IL8 y CD40 en los individuos de la muestra.

o Estudiar la asociacion estadistica entre los distintos genotipos y las
caracteristicas clinicas de los pacientes de la muestra con especial atencién al aumento de

grosor retiniano desarrollado a lo largo del estudio.
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1. PACIENTES

1.1 CRITERIOS DE INCLUSION:

En el 2008, tras obtener su consentimiento informado, fueron incluidos en el estudio 175
pacientes con DM tipo 1 diagnosticada por el Servicio de Endocrinologia, Unidad de Diabetes,
del Hospital Clinico Universitario de Salamanca, siguiendo los criterios del 2007 de la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA). 79 pacientes completaron el periodo de seguimiento de diez

anos.

1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

Fueron excluidos aquellos pacientes con patologia ocular que imposibilitaba el estudio

de las variables previstas:

o Pacientes ya tratados previamente por el EMD

o Pacientes cuyos medios oculares no eran transparentes e impedian el estudio

del fondo de ojo (cataratas, leucomas corneales,...)

o Pacientes con patologias oculares retinianas concomitantes
o Pacientes con RDNP severa, muy severa o RDP
o Pacientes que no pudieron completar el seguimiento (mayoria de los excluidos).
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2. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo y observacional prospectivo de cohorte.

76



PACIENTES Y METODOS

3. METODOS

3.1 METODOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS EPIDEMIOLOGICO

En el periodo 2008-2018, se llevo a cabo la recogida de datos y la estandarizacion de los
distintos analisis y exploraciones clinicas configurando una base de datos clinicos generales,
endocrinoldgicos de control metabolico, y oftalmoldgicos de las variables a considerar en el

estudio.

o ESTUDIO ENDOCRINOLOGICO: DM tipo 1 diagnosticada siguiendo los criterios de

ADA 2007.

- Datos demograficos y de anamnesis (principalmente edad, sexo, fecha de
nacimiento, nombre, patologia concomitante como hipertensién arterial,

dislipemia, tabaquismo, disfuncion tiroidea)

- Datos relativos a la DM tipo 1 (afio de diagndstico, afios de evolucion, afios
entre el diagnostico de la DM y la RD, presencia o ausencia de
microalbuminuria, nefropatia, neuropatia, trasplante renal, cifras maximas,

minimas y actuales de hemoglobina glicosilada)

- Se conservaron muestras para el analisis genético objeto de estudio y para

determinaciones de somatomedina C, IGFBP3, Proteina C reactiva y ECA.

o ESTUDIO OFTALMOLOGICO: Se recogieron los siguientes datos:

- Agudeza visual medida con optotipos Snellen
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Presion intraocular medida con tondmetro de Perkins.

Estudio de Biomicroscopia anterior convencional con lampara de hendidura.

Fondo de ojo, analizado con lentes de +20 y +90 dioptrias, y dejando constancia

en aquellos casos con alguin grado de RD mediante retinografias.

Grado de RD: se utilizé la Escala Internacional de Severidad de la Retinopatia
Diabética del Global Diabetic Retinopathy Project Group (GDRPG) expuesta en

la Introduccion, en el apartado 6.2. Clasificacion clinica de la RD (Tabla 1).

Presencia o ausencia de EMD: Se utilizo la Clasificacion del EMD basado en
OCT expuesta en la Introduccién, en el apartado 6.3. Clasificacion del edema

macular diabético (Tabla 4), para diferenciar dos categorias simplificadas:

= Ausencia de EMD: sin signos tomograficos de EMD.

= Presencia de EMD: presenta cualquier grado de EMD.
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3.2 METODOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS TOMOGRAFICO

. TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA: cada dos afios, durante un periodo
de seguimiento de diez afios, un solo investigador recogié los datos de grosor retiniano medidos
en micras en el drea macular de los dos 0jos de cada paciente, en los sectores correspondientes
a los dos circulos concéntricos externo e interno (superior, nasal, inferior y temporal), asi como
central (central subfield thickness CSF). Se utilizaron para el analisis final Unicamente los
grosores centrales y los del circulo concéntrico interno (correspondiente a los 1-3 mm
perifoveales) al inicio y al final del estudio. Siempre se utilizd el mismo equipo de OCT, un
Stratus OCT 3000 (Zeiss Meditec, Jena-Germany), y un protocolo de adquisicion de imégenes

Fast Macular Thickness.

3.3 METODOS EMPLEADOS EN EL ANALISIS GENETICO

3.3.1 Aislamiento del ADN de alto peso molecular:

e Obtencién de muestras de sangre periférica mediante venopuncion antecubital y
extraccién de 10 ml de sangre. Conservacion de la muestra a 4°C hasta su
procesamiento.

e Obtencién de células mononucleadas de sangre periférica: Aislamiento de células
nucleadas mediante lisis eritrocitaria con solucién hipoténica y centrifugacion repetida
(centrifugacion de la sangre total en 50 ml de agua destilada ddH20 (double distilled
water) durante 30 minutos, 1500 rpm, a 4°C). Lavado de células mononucleadas en
tampo6n Fornace (0,25 M; Sacarosa; 50 mM Tris-HCL pH 7,5; 25 mM KCL; 5 mM MgCI2)

tras recuperacion de la interfase. Centrifugacién a 580 g durante 20 minutos para
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precipitacion celular. Resuspension del botdon de células nucleadas obtenido de nuevo
en tampdn Fornace a una concentracion estimada de 5x106 células/ml. Incubacion a
55°C durante 8-16 horas de la muestra.

Purificado de ADN con fenol y cloroformo.

Aislamiento del ADN total de alto peso molecular: adicion de EDTA (&cido etilendiamino-
tetraacético, concentracion final 10 mM) a la muestra previa para inactivacion de las
nucleasas, SDS (Dodecil sulfato sédico, concentracion final 1%) para romper las
membranas celulares y Proteinasa K (Boehringer Mannheim, concentracién final
50ug/ml) para degradar las proteinas. Incubacion de esta muestra a 55°C durante 8-16
horas.

Purificacién del ADN: purificacion del ADN mediante extraccion con fenol-CIAA
(cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 v/V) y centrifugado durante 10 minutos a 1800rpm.
Recuperacién de la fase acuosa sobrenadante superior con el ADN en solucion,
evitando la interfase proteica, y adicion del mismo volumen obtenido de fenol-CIAA.
Nueva centrifugacion a 1800 rpm durante 10 minutos. Recuperacion de la fase acuosa,
precipitacion del ADN en solucion mediante la adicion de 2,5 volumenes de etanol
absoluto al 100% frio (-20°C). Lavado del ADN extraido con etanol al 70%. Nueva
centrifugacién a 16600 g, y evaporacion del etanol residual. Disolucion del ADN en 200
ul de ddH20 estéril.

Cuantificacion del ADN: estimacion de la concentracion y el grado de contaminacion
proteica del ADN tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm, respectivamente, en
espectrofotometro automatico Nanodrop ND2000 (Thermo Fischer Scientific).
Almacenamiento de la muestra de ADN obtenida, con una concentracion aproximada de
1000-1500 pg/ml, en tubos Eppendorf® a -20°C, para evitar tanto la degradacion
progresiva del DNA como su posible contaminacion por microorganismos.
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3.3.2

333

Amplificacion de fragmentos de DNA mediante reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR):

e Reacciones de amplificacion con los productos comerciales PCR SuperMix (Gibco-
BRL) y PCR MasterMix (Promega). Se emplearon 1uly 4 ul de la mezcla de los dos
oligonucledtidos flanqueantes (sentido:forward y anti-sentido:reverse) y 1ul del ADN
obtenido por el método anteriormente descrito a concentracion 0,1-0,2 pg/ml.

e Control de contaminacién mediante una reaccidn conteniendo todos los reactivos

antes citados excepto el ADN molde.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador automatico Life
Technologies-Invitrogen y la manipulacion post-PCR se llevd a cabo en un laboratorio

distinto de donde se realizé el aislamiento y amplificacion del ADN.

Discriminacion alélica de polimorfismos:
o Discriminacion alélica mediante digestion con endonucleasas de
restriccion (132, 134). El estudio de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos
de restriccion (Restriction fragment lenght polymorphism o RFLP) es una técnica que
permite discriminar distintos alelos de un gen analizando el tamafio de los fragmentos
generados tras la digestion del ADN con enzimas de restriccion. Estas enzimas, como
por ejemplo, las endonucleasas son capaces de reconocer una secuencia especifica de
nucledtidos dentro de una molécula de ADN y escindir la cadena de ADN en ese punto
concreto, llamado sitio o diana de restriccion.
- Digestion enzimatica tras incubar 10 ul del producto de PCR con 1 pl de la
endonucleasa de restriccion seleccionada, Smal (Fermentas), utilizando un

tampon de digestion especifico para la endonucleasa durante 6 horas a una
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temperatura de 30°C. Posteriormente, colocacion de las muestras incubadas
en un termociclador.

Separacion de los fragmentos obtenidos tras la digestion mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2,5% (Gel Company Inc.), preparados
con tampon TBE (Tris 0,044 M, ac. bérico 0,044 M, EDTA 1mM, pH 8,3) y
tefiidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Life Technologies-Invitrogen). La
electroforesis se llevo a cabo con una diferencia de potencial constante de
120 voltios durante 30 minutos.

Monitorizacién de la migracién del ADN en el gel mediante la inclusion de
dos colorantes en la solucion digerida de carga: xileno-cianol (Bio-Rad) y
azul de bromofenol (Bio-Rad). Inclusién en todos los geles de un marcador
de tamafio, correspondiente con el ADN del fago ®X-174 cortado con la
endonucleasa Haelll.

Tras la electroforesis, visualizacion de los fragmentos en el gel de agarosa
gracias a SYBR® Safe, que actua intercaldndose entre las bases
nitrogenadas del ADN y emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz
ultravioleta (254 nm). Almacenamiento de los resultados obtenidos mediante
un sistema de fotografia digital (Kodak DC40) acoplado a un programa

informatico de tratamiento de imagenes (Kodak Digital Science 1D).

Discriminacion alélica mediante PCR con sondas TaqMan: Técnica basada

en la actividad de la Taq polimerasa, enzima exonucleasa 5'-3' que actua escindiendo

una sonda marcada ya hibridada a la secuencia diana, liberando a su vez un fluoréforo,

que es detectado por un lector de fluorescencia, en cantidad directamente proporcional a

la acumulacion de ADN sintetizado durante los ciclos de PCR (132). La sonda TagMan

estd formada por un fluordforo unido covalentemente al extremo 5 ' de un
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oligonucleotido, y un desactivador de fluorescencia (quencher) en el extremo 3', y esta
disefiada para hibridar con una regién especifica de ADN que serd amplificada por un
par de oligonucledtidos especificos (134). Se trata de una técnica de PCR cuantitativa
que garantiza la cuantificacion y la especificidad de la deteccion de genes, y la
identificacion de SNPs o mutaciones puntuales. Se pueden usar diversas sondas
marcadas con distintos fluorocromos para identificar los diferentes alelos descritos en
cada uno de los genes estudiados. En el estudio, los fluorocromos empleados fueron
sondas VIC y FAM (Tabla 5). En caso de deteccion de ambas fluorescencias, es
indicativo de heterocigoto. La reaccion de amplificacién se lleva a cabo en un
termociclador automatico, que dispone de varios canales de lectura y permite detectar la
emisién de distintos fluorocromos a la vez, siguiendo el mismo esquema para los
distintos SNP:
- Realizacion del sustrato en placa de 96 celdas con:
= 5 ulitros del compuesto comercial que proporciona la DNA
polimerasa Taq.
= (0,25 plitros del compuesto comercial que contiene el oligonucleétido
cebador, primer forward, €l oligonucleétido cebador, primer reverse,
y las sondas marcadas con fluorocromo de VIC y FAM.
= 425 plitros de agua destilada.
= 0,5 plitros = 5 ng de ADN (concentracién 10-20 pg/ml).
= Como control se rellenan cuatro celdillas de cada placa con el
mismo sustrato sin ADN.
- Fases del programa: Colocacion de la placa en el termociclador StepOne

Real Time PCR de Applied Biosystems®
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- Analisis de la deteccion de fluorescencia mediante una representacion

gréfica en la que se muestran los resultados de la discriminacion alélica

realizada y su distribucion en nuestro grupo de pacientes y controles (133).

Tabla 5: Secuencia de las sondas utilizadas en los genes de estudio. Los nucleétidos marcados con las diferentes

sondas se resaltan en negrita.

SONDA VIC

SONDA FAM

NOS3 | CCCCAGATGATCCCCCAGAACTC CCCCAGATGAGCCCCCAGAACTC

ET1 TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCAAGCCCTC | TTCATGATCCCAAGCTGAAAGGCAATCCCTCCA
CAGAGAGCGTTATGTGACCC GAGAGCGTTATGTGACCC

VEGF | GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCAAGATCT | GCCAGCTGTAGGCCAGACCCTGGCACGATCTG
GGGTGGATAATCAGACTGAC GGTGGATAATCAGACTGAC

IL1B TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTCGGGAGC | TACCTTGGGTGCTGTTCTCTGCCTCAGGAGCTC
TCTCTGTCAATTGCAGGAGC TCTGTCAATTGCAGGAGC

IL4 TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTGCCTCACA | TTAGCTTCTCCTGATAAACTAATTGTCTCACATTG
TTGTCACTGCAAATCGACA TCACTGCAAATCGACA

IL6 TCTTGCGATGCTAAA TCTTGCCATGCTAAA

IL8 CATACAATTGATAATTCA CATACATTTGATAATTCA

CD40 | GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGCCATGGT | GTCCTGCCGCCTGGTCTCACCTCGCTATGGTTC

TCGTCTGCCTCTGCAGTGCG

GTCTGCCTCTGCAGTGCG
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4. RECURSOS MATERIALES EMPLEADOS

e Optotipos Snellen

e | amparas de hendidura Haag Streit

e Lentes de exploracion indirectas Nikon 90 D

o Retinografia con Retindgrafo GXD 50x Topcon

e Tomografia de coherencia dptica con Stratus OCT de Zeiss
o Angiografia fluoresceinica con Retindgrafo GXD 50x Topcon
e Tampdn Fornace

e Formoly Cloroformo

e EDTA (acido etildiaminico tetraacético)

e Proteinasa K

e Fenol CIAA

e Etanolal 70 % y 100%

e Tampdn TE

e Espectrofotometro (GeneQuant, Pharmacia)

e Tubos Eppendorf

e PCR SuperMix(Gibco-BRL) y MasterMix(Promega)

e Endonucleasa de restriccion seleccionada

e (Gel de agarosa con syber-safe

e Tampdn de carga con colorantes: xileno-cianol y azul de bromofenol
e Fotografia digital bajo luz ultravioleta con programa Kodak Science ID
e Termociclador Applied Biosystems Step One

e Sondas Tagman
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e Placas de 96 celdas
e Oligonucleotido cebador

e Agua destilada
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Se uso el software SPSS (v 15.0; SPSS Inc., Chicago, IL) para el estudio estadistico.

El estudio de la clasificacion en grupos de casos y controles basado en los cambios de
grosor retiniano central de los pacientes de la muestra a lo largo del estudio se llevo a cabo
mediante un analisis de conglomerados o clusters, usando el método de shilouette para definir el

numero 6ptimo de conglomerados.

En el estudio genético, la comparacién de la frecuencia de alelos y genotipos para cada
SNP entre el grupo de casos y controles, asi como el equilibrio de Hardy Weinberg, se realizd
mediante test de Chi cuadrado. Se consideré significativo un p valor inferior a 0.05. Las medidas

de asociacion empleadas fueron la Odds Ratio (OR) y un Intervalo de Confianza (IC) de 95%.

Todo el estudio estadistico fue realizado por la Profesora Irene Marifias del Collado, del
Departamento de Estadistica de la Universidad de Salamanca y por Carlos Gutiérrez Cerrajero,
Investigador de apoyo asociado del Departamento de Medicina Molecular y del Instituto de

Investigacién Biomédica de Salamanca (IBSAL).
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PACIENTES Y METODOS

6. ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El estudio fue presentado y aceptado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del

Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Todas las muestras se obtuvieron, previa firma del consentimiento informado
correspondiente (Anexo 1), siguiendo las normas legales para Estudios Clinicos en Espafia y las

del Comité Etico de Investigacion Clinica del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca.

Se tuvieron presentes en todo momento los principios expuestos en la Declaracion de
Helsinki (Asociacion Médica Mundial, 592 Asamblea General, Corea, 2008) para la investigacidn

médica en seres humanos.
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1.

ANALISIS DE LOS DATOS CLINICOS Y DEMOGRAFICOS

Tabla 6. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES DE LA MUESTRA

MEDIA DE EDAD (ANOS)

32.62 (20 - 49)

DISTRIBUCION POR SEXO (%)
Varén

Mujer

50.63

49.36

MEDIA DE TIEMPO EVOLUCION DM (ANOS)

22.05 (10 - 29)

MEDIA HBA1C (%)
Al inicio del estudio 7.85
Al final del estudio 7.63
PREVALENCIA USO BOMBA DE INSULINA AL FINAL ~ 39.24
DEL ESTUDIO (%)
PREVALENCIA DE MICROALBUMINURIA (%) 15.18
PREVALENCIA DE HTA (%) 8.86
PREVALENCIA DE DISLIPEMIA (%) 36.70
PREVALENCIA DE IMC >25 (%) 27.84
PREVALENCIA DE EMD (%)
Al inicio del estudio 2.53
Al final del estudio 3.79
GRADO DE RD (%)
Al inicio del estudio
Sin RD 64.55
RD leve 27.84
RD moderada 7.59
Al final del estudio
Sin RD 48.10
RD leve 36.70
RD moderada 15.18

91



RESULTADOS

2. ANALISIS DE DATOS TOMOGRAFICOS

Se tomaron los valores de grosor retiniano de cada sector macular de cada ojo de cada

paciente de la muestra obtenidos con OCT al inicio y al final del estudio (Anexo 3).

A partir de estos datos se estudiaron estadisticamente las diferencias en las variaciones
de grosor retiniano de los distintos pacientes a lo largo del estudio para poder definir grupos

caracterizados por similares patrones de engrosamiento retiniano.

Para ello, se utilizé un Analisis de cluster o de conglomerados. Este analisis es una
técnica estadistica multivariante de clasificacion automatica de datos que busca agrupar
variables tratando de lograr la méxima homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre
los grupos, de manera que individuos que puedan ser considerados similares sean asignados a
un mismo cluster, mientras que individuos diferentes se localicen en clusters distintos. Para

realizar este estudio se siguieron los siguientes pasos:

Eleccion de las variables: los valores tomograficos de la muestra en cada uno de los
diez sectores estudiados en cada paciente (central, nasal, superior, temporal e
inferior de cada uno de los 0jos).

e Eleccion de una medida de asociacion: la diferencia o distancia entre los valores
tomograficos de los individuos de la muestra.

e Estandarizacién de los datos tomograficos de la muestra: transformacion de los
datos en una distribucion normal estandarizada con media igual a 0 y desviacion
estandar igual a 1.

e Eleccion de la técnica cluster: se utilizd un método no jerarquico de reasignacion de

k-medias. Esta técnica esta disefiada para dividir a los individuos de una muestra en
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grupos, o k, buscando intercambiar los miembros de los clusters entre si con el
objetivo de determinar la clasificacion mas homogénea intragrupo y mas
heterogénea intergrupos. La representacion grafica de los resultados del analisis de
las diez variables analizadas en este estudio, correspondientes a los distintos
sectores tomograficos, en diagramas bi o tridimensionales convencionales entrafa
una gran dificultad por la gran cantidad de datos a mostrar. Para resolver este
problema, se realizd un Analisis de componentes principales. Esta técnica se utiliza
para describir un conjunto de datos en términos de nuevas variables o
‘componentes” no correlacionadas que se ordenan por la cantidad de varianza
original que describen con la finalidad de reducir la dimensionalidad de la muestra.
Tras aplicar este método, se describen dos nuevos componentes llamados
dimensién 1 (Dim1) y dimension 2 (Dim 2) con el objetivo de hacer posible la
representacion de la mayor parte de los datos analizados. De esta manera, se
consiguid representar en un grafico un 76% de la variabilidad de los datos
tomograficos de la muestra. En la Figura 19 se representa la distribuciéon de los
pacientes en dos, tres, cuatro y cinco clusteres, y las distancias de los clusters entre
si, mostrando las similitudes y discrepancias entre las medidas tomograficas de cada
paciente expresadas mediante las distancias entre ellos en un diagrama de clusters
de dos dimensiones. En cada diagrama, las medidas tomogréficas de cada paciente
estan representadas con un punto, cuadrado, triangulo, +, 0 X, y en distintos colores
en funcién del cluster al que pertenecen (la asignacion del simbolo o el color se
asigna aleatoriamente en cada uno de los 4 andlisis mostrados, no guardando

relacion entre si).
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Figura 17: Diagramas de analisis de 2, 3, 4 y 5 clusters (k=1, k=2, k=3, k=4, k=5) con representacion de
los resultados en dos dimensiones (Dim) que engloban el 76 % de la variabilidad de los datos de la muestra
estandarizados (Dim 1: 64.9%, DIm 2: 11.1%). Andlisis de clasificacion en 2 clusters (k=2, arriba izquierda), 3

clusters (k=3, arriba derecha), 4 clusters (k=4, abajo izquierda) o 5 clusters (k=5, abajo derecha).

e Eleccidon del numero optimo de clusters: el Analisis silhouette es un método de
interpretacion y validacion de la coherencia dentro de los clusters y aporta
informacion acerca de cual es la clasificacion mas apropiada para ese conjunto de
datos. Un diagrama de analisis silhouette muestra una medida de la similitud de un
punto con respecto al resto de puntos de su mismo cluster, en comparacion con la
similitud con respecto a los puntos de otros grupos. Esta medida (average silhouette

width) tiene un rango de (-1 - 1), siendo la clasificacién que mas se aproxima a uno
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la mas adecuada. En la figura 20 se representa el Andlisis silhouette de los
resultados del andlisis de k medias realizado, y se determina que la clasificacién de
los datos tomograficos de los pacientes en dos clusters es la mas adecuada para

representar la variabilidad entre ellos.

Optimal number of clusters

\
\

=
i

Average silhouette width
=
N

=]

=]
|
-

Number of clusters k

Figura 18. Diagrama que muestra los resultados de la aplicacién del método de validacion de consistencia de k
medias Shilouette: determina que 2 es el nimero dptimo de clusters para clasificar la variabilidad de los datos
tomograficos de la muestra. (optimal number of clusters; nimero 6ptimo de clusters; average shilouette width:

anchura media shilouette; number of clusters k: nimero de clusters)
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cluster
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Figura 19: Diagrama de los dos clusters definitivos.
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e Descripcion de los clusters definitivos:

Tabla 7: Datos descriptivos de los clusters 1y 2.

DATOS DESCRIPTIVOS CLUSTER1 CLUSTER 2
SEXO (%)

- VARON 46.37 80

- MUJER 53.62 20
MEDIA DE EDAD (afios) 34.27 35.2
MEDIA DE HBA1c (%)

- INICIO DEL ESTUDIO 7.86 7.80

- FINAL DEL ESTUDIO 7.64 7.55

BOMBA DE INSULINA (%)

- Sl 40.57 40
- NO 59.42 60

GRADO RD AL FINAL DEL ESTUDIO (%)

- NO USAN BOMBA DE INSULINA:

SinRD 48.78 14.27

RD leve 29.26 71.42

RD moderada 21.95 14.27
- USAN BOMBA DE INSULINA:

SinRD 53.57 66.66

RD leve 39.28 33.33

RD moderada 7.14 0
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o Datos tomograficos de los clusters 1y 2 definitivos:

Tabla 8: Medias del porcentaje de cambio de grosor retiniano experimentado a lo largo del estudio por

sectores y totales al final del estudio de los pacientes de los clusters 1y 2.

DATOS TOMOGRAFICOS CLUSTER 1 CLUSTER 2

(% de cambio de grosor a lo largo del estudio)

0JO DERECHO
- CENTRAL 9.49 23.13
- SECTOR SUPERIOR 2.85 17.83
- SECTOR NASAL 411 14.30
- SECTORINFERIOR 4.27 15.54
- SECTOR TEMPORAL 3.25 19.68
- MEDIATOTAL OD 4.79 18.09

0JO IZQUIERDO

- CENTRAL 8.26 30.70

- SECTOR SUPERIOR 3.19 17.77

- SECTOR NASAL 4.05 16.91

- SECTOR INFERIOR 4.15 19.03

- SECTOR TEMPORAL 4.82 22.43

- MEDIATOAL Ol 4.89 21.36
MEDIA TOTAL DE VARIACION DE GRC DE 4.84 19.73
AMBOS 0JOS *

(*) GRC: Grosor Retiniano Central: media del grosor de todos los sectores tomogréficos de los dos ojos de cada

paciente.

Tras analizar estos resultados, se comprobd que todos los pacientes del cluster 2 habian
experimentado aumentos porcentuales de grosor retiniano en todos los sectores de ambos 0jos
significativamente mayores que los experimentados por los pacientes del cluster 1. La media
total de variacién porcentual de grosor de ambos ojos en el cluster 2 era de 19.73 % frente al

4.84 % en el cluster 1.
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Basandonos en estos resultados, y tomando como referencia el estudio de Krzystolik et
al (135), (en el que se plantea la variacién porcentual de al menos 11% para considerar
significativos los valores de las mediciones tomograficas y poder descartar que no puedan ser
debidas a errores de medicidn, como los errores de protocolo de adquisicion de la imagen o de

calibracién del equipo de OCT), redefinimos los dos clusters ya descritos de la siguiente manera:

e Grupo de Controles (cluster 1): aquellos pacientes que habian experimentado un
aumento porcentual de GRC inferior al 11% al final del estudio (media = 4.84 %)
(siendo GRC el Grosor Retiniano Central, o grosor retiniano medio de todos los

sectores y de los dos ojos de cada paciente de la muestra)

e Grupo de Casos (cluster 2): Aquellos pacientes que habian experimentado un
aumento porcentual de GRC superior al 11% al final del estudio (media = 19.73 %)
(siendo GRC el Grosor Retiniano Central, o grosor retiniano medio de todos los

sectores y de los dos ojos de cada paciente de la muestra).
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3. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL GROSOR RETINIANO CENTRAL Y EL

SEXO

Se tomaron las cifras de GRC de los pacientes de la muestra, varones y mujeres, al
inicio del estudio. La media fue de 204.825 (desviacién estandar 23.361) y 189.743 (desviacion
estandar 22.921) respectivamente. Se realizé un andlisis de varianzas, en el que la probabilidad
asociada al estadistico de Levene fue igual a 0.870, por lo que asumimos varianzas iguales. Tras
realizar analisis Test t Student para varianzas iguales se obtuvo un resultado de p < 0.005, por lo
que asumimos que existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de grosor

macular entre varones y mujeres al inicio del estudio.

Sexo
I Mujeres
[ Varones

Sexo

l2|5 lfI)O l}|'5 2{|)0 22|5 25;0 2]:'5
Grosor retiniano (um)

Figura 20. Diagrama Violin plot de la distribucién y la densidad de los valores de grosor retiniano central
expresados en micras de los pacientes de la muestra al inicio del estudio en funcién del sexo (mujeres en azul,
hombres en naranja); con representacion de cuartiles Q1, y Q3 (lineas discontinuas de puntos) y Q2 (lineas
discontinuas de rayas). Media en varones = 204.825 (desviacion estandar 23.361). Media en mujeres = 189..743
(desviacion estandar 22.921).
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4. ANALISIS DE LA RELACION ENTRE EL GROSOR RETINIANO CENTRAL Y LA

HEMOGLOBINA GLICOSILADA

Para llevar a cabo este analisis, realizamos una comparacién de las cifras de
Hemoglobina glicosilada al final del estudio entre el grupo de pacientes que habian
experimentado un aumento del grosor macular central superior al 5% frente a las de aquellos con
un aumento inferior al 5% al final del estudio, no encontrando diferencias estadisticamente

significativas entre los dos grupos (p>0.005).
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Figura 21: Diagrama de cajas en el que se representan los cuartiles Q1, Q2 (mediana) y Q3 asi como los
valores maximos y minimos no atipicos, y los valores atipicos de Hemoglobina glicosilada de la muestra de los 2

grupos: aquellos con aumento de GRC >5 % (Aumento5), y aquellos con aumento de GRC <5% (normal).
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5. ANALISIS GENETICO DE LA SUSCEPTIBILIDAD AL ENGROSAMIENTO RETINIANO

5.1 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs1799983 DEL GEN NOS3 CON EL AUMENTO

DE GROSOR RETINIANO
ae & :L‘ i P .
A ‘-A:‘~A.

Dim1 (64.9%)

Figura 22: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs1799983 del gen NOS3 en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo GG estéa representado

con un circulo, GT con un triangulo y TT con un cuadrado.
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Tabla 9 Distribucién de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en los

grupos de casos y controles para el SNP rs1799983 del gen NOS3.

SNP NOS3 Controles OR (IC 95%)
rs1799983 (n=69)

ALELO

G 91 (0.65) 14(0.70) 0.91 0.83 (0.29-2.29)
T 47 (0.34) 6 (0.30)

GENOTIPO

GIG 30 (0.43) 4 (0.40) 0.44

GIT 31 (0.44) 6 (0.60)

TIT 8 (0.11) 0 (0.00)

DOMINANCIA

GIG+GIT 61(0.88) 10 (1.00) 0.56 0.38 (0.02-7.17)
T 8 (0.11) 0 (0.00)

GIG 30 (0.43) 4 (0.40) 0.89 1.15 (0.29-4.45)
GIT+TIT 39 (0.56) 6 (0.60)

En el anélisis de la distribucién de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.2 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs5370 DEL GEN ET1 CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO

EDN1
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o]+
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Figura 23: Diagrama de clusters con la distribucion de genotipos de SNP rs5370 del gen ET1 en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo GG estéa representado

con un circulo, GT con un triangulo y TT con un cuadrado.

Tabla 10. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs5370 del gen ET-1.

SNP ET1 Controles Casos OR (IC 95%)
rs5370

ALELO

G 109 (0.78) 17 (0.85) 0.74 0.66 (0.18-2.41)
T 29 (0.21) 3 (0.15)

GENOTIPO

GIG 42 (0.60) 7 (0.70) 0.77

GIT 25 (0.36) 3 (0.30)

TIT 2 (0.02) 0 (0.00)

DOMINANCIA

GIG +GIT 67 (0.97) 10 (1.00) 0.59 1.67 (0.07-39.8)
TIT 2 (0.02) 0 (0.00)

GG 42 (0.60) 7 (0.70) 0.83 0.66 (0.15-2.80)
GIT+TT 27 (0.39) 3 (0.30)
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En el anélisis de la distribucion de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.3 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs699947 DEL GEN VEGF CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO

VEGF

cluster

VEGF
®
A i
m cc

Dim2 (11.1%)

Dim1 (64.9%)

Figura 24: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs699947 del gen VEGF en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo AA esta representado

con un circulo, AC con un triangulo y CC con un cuadrado.

Tabla 11. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs699947 del gen VEGF.

SNP VEGF Controles Casos OR (IC 95%)
Rs699947

ALELO

A 64 (0.46) 5 (0.25) 0.11 2.59 (0.89-7.53)
C 74 (0.53) 15 (0.75)

GENOTIPO

A/A 17 (0.24) 0 (0.00) 0.18

AIC 30 (0.43) 5 (0.50)

c/C 22 (0.31) 5 (0.50)

DOMINANCIA

A/A +AIC 47 (0.68) 5 (0.50) 0.44 2.13(0.56-8.15)
c/c 22 (0.31) 5 (0.50)

A/A 17 (0.24) 0 (0.00) 0.17 6.53 (0.36-11.7)
A/C +CIC 52 (0.75) 10 (1.00)

105




RESULTADOS

En el anélisis de la distribucién de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.4 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs16944 DEL GEN IL1B CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO
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Figura 25: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs16944 de IL1B en los grupos
de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo CC esta representado con un

circulo, CT con un tridngulo y TT con un cuadrado.

Tabla 12. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs16944 de ILB1.

SNP ILB1 OR (IC 95%)
Rs16944

ALELO

C 101(0.73) 15 (0.75) 0.92 0.91 (0.30-2.67)
T 37 (0.26) 5 (0.25)

GENOTIPO

CIC 38 (0.55) 6 (0.60) 0.92

cIT 25 (0.36) 3 (0.30)

TIT 6 (0.08) 1 (0.10)

DOMINANCIA

CIC +CIT 63 (0.91) 9 (0.90) 0.64 1.16 (0.12-10.8)
T 6 (0.08) 1 (0.10)

cIC 38 (0.55) 6 (0.60) 0.96 0.81 (0.21-3.15)
CT+TT 31 (0.44) 4 (0.40)
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En el anélisis de la distribucién de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.5 ANALISIS DE LA RELACION DE rs2070874 DEL GEN IL 4 CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO
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Figura 26: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs2070874 del gen IL4 en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo CC esta representado

con un circulo, CT con un tridngulo y TT con un cuadrado.

Tabla 13. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs2070874 del gen IL4.

SNP IL4 Controles OR (IC 95%)
Rs2070874 (n=69)

ALELO

C 114 (0.82) 17 (0.85) 0.95 0.83 (0.22-3.08)
T 24 (0.17) 3 (0.15)

GENOTIPO

cIC 48 (0.69) 7 (0.70) 0.78

CIT 18 (0.26) 3 (0.30)

TIT 3 (0.04) 0 (0.00)

DOMINANCIA

CIC+CIT 66 (0.95) 10 (1.00) 0.83 1.10 (0.05-2.36)
TIT 3 (0.04) 0 (0.00)

cIC 48 (0.69) 7 (0.70) 0.73 0.98 (0.23-4.16)
CIT+T/T 21 (0.30) 3 (0.30)
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En el anélisis de la distribucién de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.6 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs1800795 DEL GEN IL-6 CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO
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Figura 27: Diagrama de clusters con la distribucion de genotipos de SNP rs1800795 del gen IL6 en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo CC esta representado

con un circulo, CG con un triangulo y GG con un cuadrado.

Tabla 14. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs1800795 del gen IL-6.

SNP IL6 OR (IC 95%)
Rs1800795

ALELO

C 47 (0.34) 4 (0.20) 0.31 2.06 (0.65-6.53)
G 91 (0.65) 16 (0.80)

GENOTIPO

cic 8 (0.11) 0 (0.00) 0.42

CIG 31 (0.44) 4 (0.40)

GIG 30 (0.43) 6 (0.60)

DOMINANCIA

CIC +CIG 39 (0.56) 4 (0.40) 0.52 1.95 (0.50-7.53)
GIG 30 (0.43) 6 (0.60)

ciC 8 (0.11) 0 (0.00) 0.56 2.62 (0.13-4.93)
CIG + GIG 61 (0.88) 10 (1.00)
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En el anélisis de la distribucion de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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5.7 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs4073 DEL GEN IL-8 CON EL AUMENTO DE

GROSOR RETINIANO
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Figura 28: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs4073 del gen IL8 en los grupos
de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo AA esta representado con un

circulo, AT con un triangulo y TT con un cuadrado.

Tabla 15. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs4073 del gen IL8.

SNP IL8 OR (IC 95%)
rs4073

ALELO

A 66 (0.47) 10 (0.50) 0.95 0.91(0.35-2.34)
T 72 (0.52) 10 (0.50)

GENOTIPO

A/A 12(0.17) 4 (0.40) 0.04

AT 42 (0.60) 2 (0.20)

T 15 (0.21) 4 (0.40)

DOMINANCIA

AA+AT 54 (0.78) 6 (0.60) 0.38 2.40 (0.59-9.62)
T 15 (0.21) 4 (0.40)

AA 12(0.17) 4 (0.40) 0.21 0.31(0.07-1.29)
AT +T/T 57 (0.82) 6 (0.60)

113




RESULTADOS

En el andlisis de la distribucion de genotipos entre el grupo de casos y de controles para
este polimorfismo, encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos
(p < 0.05). Las mayores desviaciones se dan en los niveles del genotipo AT, que se presenta
con mayor frecuencia en el grupo de controles con diferencia estadisticamente significativa con
respecto a los otros genotipos. Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los dos grupos

en el andlisis de las distribuciones alélicas o en el de agrupacion de genotipos.

Tabla 16. Comparacion de genotipos para SNP rs4073 del gen IL8.

SNP IL8 p-valor OR (IC 95%)
rs4073

GENOTIPO

AAvs AIT 0.036 0.143 (0.023-0.877)
ATvsTIT 0.060 5.600 (0.929-33.77)
AAvs TIT 0.800 0.782 (0.165-3.882)

Para descartar que este resultado pudiese estar influenciado por las diferencias de
grosor retiniano entre hombres y mujeres presente en la muestra al inicio del estudio, se realizo
un subanalisis del polimorfismo de IL8 en funcién del sexo, no encontrando diferencias

estadisticamente significativas que pudiesen justificar los resultados previamente obtenidos.

Tabla 17. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacion de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de muijeres y varones para el SNP rs4073 del gen IL8.

SNP IL8 Mujeres Varones OR (IC 95%)
(n=40)

ALELO

A 38 (0.48) 38 (0.47) 0.99 1.05 (0.56-1.96)

T 40 (0.51) 42 (0.52)

GENOTIPO

A/A 8 (0.20) 8 (0.20) 0.98

AT 22 (0.56) 22 (0.55)

TIT 9 (0.23) 10 (0.25)

DOMINANCIA

AA+AT 30 (0.76) 30 (0.75) 0.94 1.11(0.39-3.12)

TIT 9 (0.23) 10 (0.25)

A/A 8 (0.20) 8 (0.20) 0.82 1.03 (0.34-3.09)

AT +T/T 31(0.79) 32 (0.80)
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5.8 ANALISIS DE LA RELACION DE SNP rs1883832 DEL GEN CD40 CON EL AUMENTO

DE GROSOR RETINIANO
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Figura 29: Diagrama de clusters con la distribucién de genotipos de SNP rs1883832 del gen CD40 en los
grupos de casos (cluster 2, en color amarillo) y controles (cluster 1, en color azul). El genotipo CC esta representado

con un circulo, CT con un tridngulo y TT con un cuadrado.

Tabla 18. Distribucion de alelos, genotipos y agrupacién de genotipos de los individuos de la muestra en

los grupos de casos y controles para el SNP rs1883832 de CD40.

SNP CD40 Controles Casos p-valor OR (IC 95%)
rs1883832 n=69 n=10

ALELO

C 102 (0.73) 11 (0.55) 0.13 2.31(0.88-6.05)
T 36 (0.26) 9 (0.45)

GENOTIPO

C/C 35 (0.50) 3 (0.30) 0.056

CiT 32 (0.46) 5 (0.50)

TT 2 (0.02) 2 (0.20)

DOMINANCIA

C/IC+CIT 67 (0.97) 8 (0.80) 0.12 8.37 (1.03-67.8)
TT 2 (0.02) 2 (0.20)

C/C 35 (0.50) 3 (0.30) 0.37 2.40(0.57-10.0)
CIT+TT 34 (0.49) 7 (0.70)
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RESULTADOS

En el anélisis de la distribucién de frecuencias alélicas, de genotipos y de agrupacion de
genotipos en los grupos de casos y controles para este polimorfismo, no encontramos una

diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (p > 0.05).
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La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica de gran importancia sociosanitaria.
Se estima que en los proximos afos afectard a un nimero mucho mayor de personas en paises
desarrollados debido fundamentalmente al estilo de vida sedentario y a los habitos alimentarios
de una poblacién cada vez mas envejecida. Con este aumento previsto en la incidencia de la
DM, se prevé asimismo un aumento paralelo de las complicaciones multiorganicas asociadas a
la hiperglucemia cronica, y la retinopatia diabética es de todas ellas, quizas la mas temida, por
representar una seria amenaza para la vision de estos pacientes. El edema macular diabético
representa la causa mas frecuente de pérdida de vision reversible en pacientes diabéticos, y la
mayoria de los esfuerzos de la comunidad cientifica oftalmoldgica actualmente se orientan hacia
el disefio de estrategias de abordaje diagnéstico y terapéutico precoz destinadas a prevenir tan
temida complicacién. La etiopatogenia del EMD es multifactorial, siendo los factores de
alteracion vascular secundarios a la hiperglucemia crénica los mas importantes y reconocidos, y
frente a los que se han disefiado terapias farmacoldgicas que, a pesar de ser eficaces, suponen
un elevado gasto sanitario asi como una exagerada presion asistencial. Otros factores que
historicamente han sido mas olvidados, como son los genéticos, representan cada vez mas un
reto, asi como un terreno de investigacion muy interesante, ya que podrian justificar tanto las
diferencias interindividuales en la instauracién, mantenimiento y evolucién natural o respuesta a
los tratamientos convencionales, como la predisposicion de determinada poblacién de pacientes
diabéticos a desarrollar EMD. Conocer de antemano qué pacientes pueden tener una mayor
predisposicién a desarrollar la complicacion en funcién de su perfil genético puede ser de gran
ayuda a la hora de establecer las bases de las estrategias de deteccion precoz mediante
cribado, sobre todo en lo que concierne a fijar el momento idéneo para realizar la primera
evaluacion oftalmolégica asi como la periodicidad de las siguientes, evitando de esta manera
sobrecargar a un ya de por si saturado servicio de salud. Por otro lado, igualmente tendria una

especial relevancia conocer este perfil de predisposicion genética a desarrollar engrosamiento
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macular de cara a establecer una pauta proactiva optimizada de tratamiento que sea capaz de
anticiparse a la instauracion del EMD vy suficiente para controlar la enfermedad, evitando la

cronicidad y las frecuentes recidivas.

En una patologia multifactorial como la DM, establecer una poblacién diana para un
estudio de estas caracteristicas supone una gran dificultad, ya que es dificil controlar el efecto
que puedan tener otras patologias concomitantes en los resultados de la muestra. Por este
motivo, en el disefio de este estudio se decidio seleccionar exclusivamente pacientes con DM
tipo 1, de edad media (media de edad al inicio del estudio de 32.62 afios), con un tiempo de
evolucion de la enfermedad similar (media de tiempo de evolucion de la DM al final del estudio
de 22,05 afios), y que presentasen el menor numero posible de comorbilidades para evitar
sesgo por afectacion retiniana secundaria a cualquier otra alteracion vascular no relacionada
directamente con la diabetes. En la muestra, sélo 15.18 % presentaba microalbuminuria, 8,86 %
hipertension arterial, 36,70 % dislipemia, y 27,84 % un IMC > 25. En todos los casos, estas
patologias eran de reciente diagndstico, bajo grado de afectacién, y se encontraban controladas
exclusivamente con medicacion o medidas preventivas higiénico dietéticas. Hasta la fecha
ninguna de estas alteraciones se ha relacionado significativamente con cambios en el grosor

retiniano en la literatura cientifica (136).

La distribucion por sexo de la muestra se determiné de manera que fuese
representativa e igualitaria (varones 50.63 % y mujeres 49.36 %) Estudiamos las posibles
diferencias de GRC al inicio del estudio entre los varones y las mujeres de nuestra muestra. Las
medias de GRC en hombres y mujeres fueron de 204.825 y 189.743 micras respectivamente.
Tras el estudio estadistico, se detectaron diferencias estadisticamente significativas en el GRC
entre varones y mujeres. Estas diferencias ya han sido descritas anteriormente (137, 138).

Concretamente, en uno de estos estudios que analizaban el GRC con el mismo sistema de OCT
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al usado en este estudio, Bressler et al (137) describieron una diferencia de grosor media de
209 £ 18 micras en hombres y 194 + 23 micras en mujeres en una poblacion de sujetos con
DM1 o 2, sin EMD ni RD. Esta pequefia diferencia de grosor, que se considera de manera
generalizada como fisioldgica, no justifica las grandes diferencias de grosor macular entre casos
y controles detectadas en nuestro estudio (un aumento de grosor medio global en el grupo de los
casos de mas del 19.73 % en comparacion al 4.84 % del de los controles) (Tabla 8) a pesar de
que la proporcién varones/mujeres en el grupo de casos es de 80/20 %, mientras que la del de
controles es de 46.37/53.62 %. Tampoco encontramos ninguna relacién del sexo con los
resultados significativos del analisis genético de los distintos polimorfismos y su relacién con las

variaciones de GRC a lo largo del estudio.

En cuanto al control metabélico, las cifras medias de HbA1c al inicio y al final del
estudio fueron similares (al inicio del estudio: 7.859 % (+/- 1.212), al final del estudio: 7.63 % (+/-
1.225) lo cual indica un buen control metabdlico general en la muestra. Se considera que un mal
control metabdlico implica en la mayoria de los casos, una mayor gravedad de RD, asi como un
riesgo de aumento del grosor retiniano asociado a largo plazo. Goldstein et al (26) describen un
retraso en el desarrollo de RD de al menos dos afios en pacientes con HbA1c < 7.5 % en
comparacion con aquellos con cifras superiores. Se sugiere que un descenso del 1 % en las
cifras de HbA1c puede suponer una reduccion del 40 % en el riesgo de RD. Klein et al (21) en el
estudio WESDR analizaron la incidencia acumulada durante 10 afios de edema macular en una
muestra de 891 pacientes diagnosticados de DM antes de los 30 afios (pacientes similares a los
incluidos en nuestro estudio) frente a la encontrada en 987 pacientes diagnosticados a edades
mas tardias. La incidencia en el grupo de pacientes jovenes fue de 20.1 %, y se asociaba muy
directamente a niveles mas altos de HbA1c. Sin embargo, cuando analizamos esta asociacion en

nuestra muestra, encontramos que la Hemoglobina glicosilada al final del estudio no era
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significativamente distinta entre aquellos pacientes con un aumento de grosor macular de al
menos 11 % vy el resto de pacientes, y tampoco encontramos ninguna diferencia
estadisticamente significativa incluso entre aquellos con aumento de al menos 5 % y el resto de

pacientes de la muestra (Figura 18).

La prevalencia en la muestra de uso de bomba de insulina al final del estudio fue de
39.24 %. Analizamos la relacion del uso de este tratamiento con el grado de control metabdlico.
La cifra media de HbA1c en el grupo de pacientes que usaban bomba de insulina fue de 7.11 al
final del estudio, mientras que la de los que no la usaban fue de 7.96. La diferencia entre las
medias de hemoglobina glicosilada al final del estudio entre los que si usan bomba y los que no
es estadisticamente significativa (p-valor= 0.0007294). La diferencia era de entre 0.37 y 1.32 uds
de HbA1c mas alta en los pacientes que no usan bomba (IC del 95% (0.37 - 1.32). Estos datos
confirman los resultados de multiples estudios que indican que en adultos y adolescentes con
DM tipo 1, la inyeccién subcutanea continua de insulina mediante bombas de infusién reduce los
niveles de HbA1c y la frecuencia de hipoglucemia severa, y limita la ganancia excesiva de peso
sin incrementar el riesgo de cetoacidosis, en comparacion al tratamiento convencional de

multiples inyecciones diarias (139, 140, 141).

Por otro lado, analizamos la relacion del uso de la bomba de insulina y el grado de
RD. En el pasado, estudios de referencia como el DCCT (27) establecieron la relacion entre el
control intensivo de la glucemia y la evolucion de la RD, describiendo un empeoramiento
temprano de esta tras el inicio del tratamiento (sobre todo en aquellos pacientes con un mal
control metabdlico duradero previo). Sin embargo, describian también como los efectos a largo
plazo de este control superaban ampliamente este riesgo. Ademas, describian que este riesgo
era mas evidente en aquellos pacientes con RDNP moderada o estadios mas avanzados. En

2016, Klefter et al (142) estudiaron la relacion entre el uso de la bomba de insulina y los niveles
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de RD, y describen una mejora del control metabdlico sin empeoramiento de la RD, pero si con
un ligero engrosamiento macular central que no induce EMD ni cambios significativos en otros
parametros maculares. En nuestro estudio se confirman estos datos, ya que los pacientes en
tratamiento con bomba de infusion presentaban en un mayor porcentaje grados mas leves de RD
(en los pacientes que si usaban bomba de insulina, el porcentaje de pacientes sin RD, con RD
leve, o con RD moderada era de 53.7, 39.28 y7.14 % respectivamente frente al 48.78, 29.26 y
21.95 % en los que no lo hacian en el grupo de controles, y del 66.66, 33.33 y 0 % frente al

14.27,71.42 y 14.27 % respectivamente en el grupo de casos).

La prevalencia de la RD en nuestra muestra es de 35.44 %. La prevalencia de cualquier
tipo de DR en poblacién europea y americana varia enormemente dependiendo de la poblacion
de estudio y las caracteristicas socioecondmicas de cada pais, y oscilan entre 36.5 — 93.6%
(143, 144). La incidencia acumulada de RD en nuestra muestra es de 25.49 %. En el estudio
WESDR (Wisconsin Epidemiologic study of Diabetic Retinopathy), el mayor y mas completo
estudio epidemiolégico de referencia, basado en pacientes DM tipo 1 diagnosticados antes de
los 30 afios, la incidencia acumulada a los 10 afios se estimd en 89.3 % (145). Sin embargo,
estudios mas recientes rebajan esta cifra significativamente, como traduccion de una
actualizacion y mejora constante del control metabdlico de estos pacientes. Martin Merino et al
estiman una incidencia acumulada de 23.9 % a los 9 afios en una muestra de pacientes DM tipo
1 recién diagnosticados en Reino Unido, cifra mas parecida a la de nuestro estudio, a pesar de
que en nuestra muestra los pacientes ya tenian un tiempo considerable de evolucion de su DM

(146).

El porcentaje de pacientes que desarrollaron progresion de grado de RD a lo largo del
estudio fue de 22.78 %. De ellos, 15.18 % pasaron de no tener RD a RD leve, 1.26 % pasaron de

no tener RD a RD moderada y 6.32 % pasaron de RD leve a RD moderada. El estudio WESDR
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anteriormente citado estima la progresién de RD a lo largo de 10 afios en un 76 — 69 % (en
pacientes diagnosticados antes o después de los 30 afios, respectivamente) (145) y no existen
estudios mas recientes que analicen la progresion de la RD a lo largo de 10 afios, aunque
estudios con diferentes periodos de seguimiento estiman cifras bastante inferiores a las del
WESDR, aun asi, siempre superiores a las encontradas en nuestro estudio (Tapp et al, 27.7 %

acumulativa a los 6 afos (147), Tam et al. 34.7 % acumulativa a los 4 afios (148), ...)

El porcentaje de pacientes que presentaban edema macular diabético al final del
estudio fue de 3.79 %., dato bastante inferior a las cifras publicadas en la mayoria de estudios
internacionales al respecto, que estiman la prevalencia entre el 4.2 -7.9 % (143) La incidencia de
EMD durante el periodo de estudio fue de 2.58 %. Esta incidencia acumulada contrasta con la
publicada por Romero-Aroca y colaboradores (144) en 2011, basada en una muestra extraida de
pacientes diabéticos tipo 1 sin RD de base al inicio del estudio, derivados de atencién primaria
en Tarragona, Hospital Universitari de Sant Joan de Reus, que fueron analizados igualmente
durante diez afos. En este estudio, de los escasos que hay publicados respecto a la

epidemiologia de la RD en Espafia, la incidencia acumulada fue de 11.07.

Todos estos valores de nuestra muestra, salvando la dificultad que entrafia la
comparacion directa o indirecta con valores de otras muestras de distintas poblaciones, distintos
sistemas sociosanitarios, distintos periodos de analisis, etc, indican un control muy aceptable de
la RD, con bajas prevalencias, incidencias y tasas de progresion de la enfermedad, posiblemente
como traduccion de un control metabdlico mas estricto gracias a nuestro sistema sanitario, con
un mejor seguimiento o cumplimiento por parte de los pacientes y del equipo sanitario que les
atiende, o un mejor estilo de vida en nuestra muestra de estudio. No podemos obviar la
posibilidad de que un factor importante que influya en estas diferencias, ademas de los

anteriormente mencionados, sea que la seleccidn de los pacientes en nuestro estudio desde el
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servicio de Endocrinologia garantice un paciente motivado y con control adecuado de su
enfermedad de base, ademas de ser pacientes con ausencia de RD o grados bajos de esta. De
todas formas, la incidencia acumulada en nuestro estudio es de las mas bajas que pueden
encontrarse en estudios publicados hasta la fecha (3 — 25%) (143). Como hemos indicado
anteriormente, la incidencia de RD y EMD es directamente proporcional al tiempo de evolucion
de la enfermedad, estimandose en estudios de referencia que a partir de los 15 afios de
evolucién, el 15% de los DM tienen EMD, y que a partir de los 20 afios, méas del 90% presentara
algun grado de RD. Estos valores de referencia, como hemos podido comprobar, distan mucho
de ser aplicables a los pacientes de nuestra muestra, sugiriendo un buen abordaje de esta

patologia por parte de los profesionales sanitarios de nuestra area.

Tras el analisis demogréfico y clinico de los pacientes de la muestra, realizamos un
analisis tomografico del engrosamiento retiniano experimentado por los pacientes a lo largo
del estudio, centrandonos en el estudio de las variaciones en el grosor retiniano central de los
pacientes de la muestra para poder compararlos con una base normativa de pacientes no
diabéticos. Posteriormente, clasificamos aquellos pacientes de la muestra que habian

experimentado mayores variaciones en el grosor retiniano a lo largo del estudio.

El tomdgrafo de coherencia optica Stratus de Zeiss (Carl Zeiss, Meditec, CA, USA)
utilizado en este estudio es un modelo de tercera generacion que proporciona imagenes en B-
scan de la retina con una resolucion de 8-10 micras. Es un instrumento muy preciso y fiable para
monitorizar el grosor de la retina y compararlo en distintos momentos de la evolucién de la
patologia. Diversos estudios han demostrado esta reproducibilidad, asi como los protocolos de
adquisicion idéneos para optimizarla. (149, 150, 151). En otros estudios, como en la revisién

bibliogréfica de Gonzélez L. et al (152), se resalta la importancia de realizar las sucesivas
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mediciones con el mismo equipo de tomografia para evitar sesgos de medicion. A pesar de que
el modelo Stratus ha sido relevado por equipos mucho mas potentes y con mayor precision en la
medicion, las mediciones sucesivas de este andlisis se realizaron siempre con el mismo equipo y
el mismo software para mantener los mismos criterios de adquisicion y procesamiento de imagen
de acuerdo a los citados estudios. Se realizaron en cada paciente al inicio, durante y al final del
estudio, scans a través de midriasis farmacoldgica utilizando el protocolo de adquisicion Fast
Macular Thickness, que utiliza en cada exploraciéon 6 scans radiales de 6 mm de extension
centrados en la fovea para establecer el mapa de grosor retiniano macular. Este grosor se puede
medir en cada uno de los 5 sectores maculares en los que se divide el mapa macular (centro,
superior, inferior, nasal y temporal) como la distancia entre la interfase vitreoretiniana y la
superficie anterior del epitelio pigmentario de la retina (153). (En este estudio se excluyeron las
mediciones entre 3 y 6 mm de cada sector de cada ojo de cada paciente para simplificar el
andlisis de datos). Para la comparaciéon de los pacientes de la muestra con pacientes no
diabéticos utilizamos una base de datos normativa de pacientes obtenida por Carl Zeiss Meditec
presentada en The StratusOCT™ Software Version 4.0 Brochure y que corresponde con la
misma base de datos presentada en el 2005 Annual Meeting of the Association for Research in
Vision and Ophthalmology. (Fraser-Bell S, et al. IOVS 2005, ARVO E-Abstract 1542)
(comunicacion personal de J. Lipyanik, Carl Zeiss Meditec, May 31, 2007). En esta base de
datos normativa se detect6 una diferencia de grosor retiniano en funcién de la edad, el sexo y la
etnia (valores mas bajos de grosor retiniano en pacientes con mayor edad, sexo femenino y
afroamericanos) (154) (sin embargo, no todos los estudios al respecto detectan estas diferencias
en las variaciones en funcion de la edad, ni en funcién del sexo (155). En nuestra muestra, estos
factores fueron controlados, ya que la distribucién de pacientes por edad y por sexos era similar,

como ya se ha resaltado previamente, y no existian distintas etnias.

126



DISCUSION

Una vez validada la idoneidad de la muestra para el andlisis de grosor retiniano,
realizamos un andlisis de conglomerados, o de clusters, que es una técnica estadistica
multivariante cuyo objetivo es agrupar elementos tratando de buscar la mayor homogeneidad en
cada grupo y las mayores diferencias entre grupos. De esta manera, y aplicando
secundariamente un analisis de numero Optimo de clusters para definir el numero de
conglomerados que consigue explicar la mayor parte de la variabilidad de la muestra, definimos
dos grupos distintos de pacientes dentro de la muestra. En el grupo de controles quedaron
agrupados aquellos pacientes que, en global, habian experimentado un menor aumento del
grosor macular durante el estudio, menor a 11% (de media 4.85 %). En el grupo de casos,
quedaron agrupados aquellos pacientes con un aumento del grosor retiniano central superior a
11% (de media 19.73 %). Esta clasificacion esté respaldada por estudios previos de analisis de
grosor macular medidos con OCT, en los cuales se sugiere el aumento porcentual de al menos
11 % como significativo a la hora de ser considerado como un aumento real de grosor y no un
error de medicion motivado por una falta de precision en la prueba (motivada fundamentalmente
por una deficiente alineacion o una baja sensibilidad del sistema Optico del equipo de OCT

utilizado en el estudio) (135).

Oshitari y colaboradores describieron en 2009 unos valores de grosor retiniano medios
en los pacientes sin RD o con fases leves de la RD inferiores a los de pacientes sin DM (153).
Sin embargo, creemos que esto no es aplicable a todas las poblaciones, y depende de muchos
otros factores aln por determinar. La media de grosor retiniano en el sector central de todos
los ojos incluidos en nuestra muestra al final del estudio fue de 219.24 micras, siendo la media
en el grupo de controles de 213.94 micras, y en el grupo de casos de 255.8 micras. La media de
grosor en el sector central en la base normativa de los pacientes no diabéticos del estudio de

Chan y colaboradores fue de 212 +- 20 micras, y ningun paciente superd las 252 micras de
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grosor central (155). Teniendo en cuenta estos resultados, la media de grosor retiniano global de
todos los pacientes diabéticos de nuestra muestra, y del grupo de controles se encuentra dentro
del intervalo de confianza de 212 +- 20 micras que indica la base normativa, y podemos concluir
que en nuestra muestra, asi como en otras muestras de estudios previos (153, 154, 155) los
pacientes diabéticos sin RD o con RD leve o moderada no complicada tienen un grosor retiniano

central similar al de pacientes sanos no diabéticos.

Sin embargo, la media de grosor en el sector central de los pacientes incluidos en el
grupo de casos no estd comprendida dentro del intervalo de confianza de la base normativa.
Analizamos los sectores més afectados en este grupo, encontrando que el sector mas afectado
era el central. En ambos grupos de casos y controles, el sector que mas engrosamiento
experimentaba a lo largo del estudio con una diferencia estadisticamente significativa fue el
central. Por lo tanto, consideramos que el area central es la primera en verse afectada en
aquellos casos en que el paciente comienza a experimentar aumento del grosor retiniano sin
llegar a poder detectarse un edema macular clinicamente significativo en la exploracion de fondo
de ojo. Por ello, deberiamos darle una importancia especial a valores centrales aumentados en

pacientes diabéticos sin RD o con RD de bajo grado.

Realizamos un estudio de la posible relacion de los valores de HbA1c con el aumento
de grosor retiniano al final del estudio, no encontrando diferencias estadisticamente
significativos entre aquellos pacientes con un aumento de grosor macular de al menos 5% y el

resto de pacientes. Otros estudios han indicado esta falta de significacién (156).

Una vez analizada demografica, clinica y tomograficamente la muestra, nuestro objetivo

se centro en evaluar si las variaciones en los polimorfismos de diversos genes que han sido
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relacionados con la etiopatogenia de la retinopatia diabética pudieron suponer una especial
predisposicidn en la instauracion y el desarrollo del engrosamiento macular en los pacientes de
nuestra muestra incluidos en el grupo de casos. Esta linea de investigacion explora un campo de
gran valor clinico, puesto que podriamos identificar pacientes con un riesgo aumentado de
desarrollar RD o sus complicaciones asociadas, lo cual traeria asociada una optimizacion de los
recursos sanitarios, focalizando la actividad asistencial en aquellos pacientes con riesgo mas
elevado. La heredabilidad de la RD se ha llegado a establecer en torno al 27 %, incluso 52 % en
el caso de la RD proliferativa (128). Hasta el momento, se han realizado multiples estudios
encaminados a entender la base genética de la RD mediante el estudio de genes aislados,
estudios de asociacion familiar, o, més recientemente, los GWAS (genome wide association
study). Se ha publicado recientemente un gran nimero de estudios con genes y variantes
genéticas potencialmente implicados Algunos han demostrado asociaciones consistentes (como
ALR, VEGF, RAGE genes,...) pero, sin embargo, los resultados no han podido ser reproducidos
en otras poblaciones de estudio, por lo que aun no existe ninguna asociacidn genética
globalmente reconocida que impliqgue un riesgo elevado de RD o de cualquiera de sus
complicaciones. Las diferencias en la seleccidon de la poblacién de base y en los objetivos
clinicos, los sesgos de seleccion, y otros factores pueden ser responsables de una asociacion
genotipo-fenotipo que sea altamente significativa estadisticamente en una poblacion pero no asi
en otra. Esta falta de consistencia puede reflejar la ausencia de consenso en la definicion de la
RD, el bajo nimero de las muestras de estudio, las diferencias genéticas entre las diferentes
poblaciones de estudio, y en el disefio de los estudios (128). Por otro lado, la mayoria de los
estudios publicados al respecto analizan la asociacion de las distintas variantes genéticas con la
RD, pero no directamente con el engrosamiento retiniano. Aparte de los relacionados con el

VEGF, existen muy pocos estudios que analicen directamente esta relacion, y aun estan en fase
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de desarrollo (Evaluation of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in Patients With and

Without Diabetic Macular Edema, National Eye Institute).

Muchos SNPs del VEGF han sido asociados con la RD, la mayoria de ellos estando
localizados en la regién promotora del gen (79). El mas importante de ellos es el localizado en
+405, genotipo que ha sido implicado en un gran nimero de enfermedades, particularmente en
las de base angiogénica, entre ellas la RD. Varios estudios llevados a cabo en Japén han
detectado asociacion entre el genotipo +405 o el alelo C y la presencia de RD (80-84). Sin
embargo, estos hallazgos no han sido comprobados en la poblacion caucasica (83). El genotipo
GG de este polimorfismo se asoci6 a la RD proliferativa (85, 86). El genotipo CA del polimorfismo
-2578 localizado en la region promotora del gen VEGF se asocié con la susceptibilidad de
desarrollar RD en un estudio llevado a cabo por Carter et al (89) aunque estos resultados no han
podido ser confirmados con otros estudios (88, 89). En el Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT)/ Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications (EDIC), el desarrollo de
formas severas de la RD en pacientes con DM tipo 1 caucasicos se asocié con mdultiples
variantes del VEGFA estudiados mediante test multiSNPs (90). La relacién de VEGF con el EMD
ya instaurado ha sido ampliamente descrita en la literatura (88, 89, 90) y en este estudio, y
constituye la principal via de abordaje terapéutica actual de esta complicacion. Sin embargo, no
se ha descrito aun la relacion de los distintos SNPs de VEGF y el grado de engrosamiento
retiniano precoz en pacientes con grados leves de RD o en ausencia de ella. A pesar de la gran
implicacién de VEGF con la RD en general como se ha descrito, en nuestro estudio, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en el estudio del SNP rs699947 del gen

VEGF entre los pacientes del grupo de casos y de controles.

En lo referente a NOS3, sus polimorfismos han sido relacionados con un aumento del

riesgo de desarrollar RD (74). Varios estudios han encontrado asociaciones de polimorfismos
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con RD y sus complicaciones vasculares, aunque estos resultados no han sido reproducibles en
otros estudios similares (polimorfismo a/b del intrén 4 eNOS y desarrollo de RD en cohorte de
poblacion africana (94); C alelo del polimorfismo T-786C (74, 94, 96); Metanalisis de Zhao et al y
la asociacion del intron 4a alelo del polimorfismo 4b/a con un riesgo reducido de desarrollar RD,
y la asociacion del C alelo del polimorfismo T-786C con factor de proteccién frente a la RD
proliferativa (97). Sin embargo, en nuestro estudio, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el estudio del SNP rs1799983 del gen NOS3 entre los grupos

de casos y de controles.

En cuanto a ET1, muchos son los estudios que avalan el papel de la ET1 en la
patogénesis de la RD. Apoyando la implicacion de la ET1 en la RD, Shaw et al (103) detectaron
que el antagonista de la ET1 puede prevenir el desarrollo de RD en un modelo genético de
ratones no obesos con DM. Masuzawa et al (104) han demostrado la activacion del sistema de
endotelina en RD. Por ofra parte, Li H et al (7) concluyen en sus publicaciones que el genotipo
Asn/Asn del ET1 ha sido asociado con un riesgo reducido de RD y un retraso en la aparicién o
establecimiento de DM 2. Sin embargo, no hay estudios sobre la relacién de ET1 y sus SNPs
con el engrosamiento retiniano preclinico. De nuevo, en nuestro estudio, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el estudio del SNP rs5370 del gen de ET1 entre

los grupos de casos y de controles.

En cuanto a la familia de las interleucinas proinflamatorias, tampoco el analisis de los
SNP de los genes de IL1B, IL4 o IL6 (rs16944, rs2070874 y rs1800795 respectivamente) y el
engrosamiento retiniano determiné diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
casos Y controles en nuestro estudio, a pesar de la abundante literatura que relaciona a estas
moléculas con la RD. Hay mdltiples estudios que sugieren el uso de estas moléculas como

biomarcadores de la DM, la HTA y la obesidad, ya que los SNP presentes en las regiones
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reguladoras de los genes de las citoquinas son responsables de modular el nivel de expresion de
estas y pueden ser modificadores del curso de la enfermedad. Asimismo, también se han
descrito diferencias interindividuales en su produccion, dando lugar a importantes variaciones en
la respuesta inmunoldgica (105-127). Sin embargo, la mayoria de los estudios publicados se
centran en estudiar estas relaciones en pacientes con DM 2, o se basan en el estudio directo de
los niveles de interleucinas existentes en los tejidos oculares de pacientes diabéticos (humor
acuoso o vitreo, fundamentalmente) y su relaciéon con diversas fases o complicaciones de la
patologia (115, 119, 157), o con la respuesta de los pacientes al tratamiento (158). Pero no
existen estudios directos que analicen la relacion de los SNP con el engrosamiento retiniano

precoz asociado a la evolucion de la RD en pacientes DM 1 como en el nuestro.

En lo referente a CD40, su relacién con la DM y la RD ha sido descrita en distintos
trabajos. Portillo et al (159, 160) sugieren que puede promover la neurodegeneracion y la
apoptosis neuronal en pacientes con retinopatia diabética, y se encuentra expresada en la
microglia y las células de Miller de retinas diabética, y podria producir un aumento de la sintesis
de Oxido nitrico por parte de estas células (126). En un ensayo con ratones CD40 deficitarios,
estos resultaron estar protegidos frente al desarrollo de la RD, mostrando respuestas
inflamatorias disminuidas asociadas a la RD, que sin embargo fueron desencadenadas mediante
la estimulacién de células retinianas con CD40 (160). Sin embargo, no existen estudios que
correlacionen las variaciones en los genes que codifican para CD40 y la RD, y mucho menos, el
EMD o el engrosamiento macular. En nuestro estudio, el analisis de esta relacién para el SNP

rs1883832 de CD40 no fue estadisticamente significativo.

En cuanto al analisis de IL8, con un enfoque mas préximo a nuestras hipotesis, en un
estudio llevado a cabo por Dong et al (14) en 2017, se publico la correlacién del genotipo AA de

IL8 con una mayor susceptibilidad y progresion de la RD y un mayor riesgo de RDP de alto
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riesgo, mientras que el T alelo de IP-10 C/T se asociaba a un menor riesgo de DR. Pero sin
embargo, no encontraban asociacion entre estos SNPs y el EMD. Por el contrario, en nuestro
estudio, el analisis llevado a cabo para determinar la relacién entre las diferencias de grosor
retiniano de los pacientes de los grupos de casos y de controles y el SNP rs4073 del gen de la
IL8 si encontramos valores estadisticamente significativos. En el analisis de la distribucion de
frecuencias de alelos y genotipos para este polimorfismo entre ambos grupos, el genotipo AT se
encontraba con mayor frecuencia en el grupo de controles en comparacion con los genotipos AA
y T/T (Tabla 15), siendo estos resultados independientes de las diferencias de grosor retiniano
existentes entre los varones y mujeres de la muestra (Tabla 17). Sin embargo, en el estudio de
las distribuciones alélicas y de asociacion de genotipos, no se encontraron valores significativos.
Por tanto, la presencia del genotipo AT de este SNP en los pacientes de nuestra muestra se
asocio con una menor susceptibilidad de desarrollar engrosamiento retiniano macular precoz al
final del estudio. Es posible que la produccion de las dos variantes de IL8 interfieran entre siy

modifique su actividad.

Este resultado sugiere la posible utilizacion de esta IL y del analisis de sus SNP como
linea de investigacion para su aplicacion como posible marcador del desarrollo de engrosamiento
retiniano macular precoz, pero las limitaciones de nuestro estudio aconsejan valorar estos
resultados con precaucion. El tamafio de la muestra final tras la exclusion de pacientes, sobre
todo tras la pérdida de seguimiento de los mismos asociada a la larga duracion de diez afios del
estudio, y la alta exigencia de los criterios de inclusion para seleccionar una muestra de
pacientes controlados y sin patologia sistémica significativa concomitante, no permite establecer
relaciones de asociacion genética lo suficientemente potentes como para extrapolarlas a otras
poblaciones (161). La seleccion de pacientes en una fase mas avanzada de la RD, o la

ampliacion de la muestra o del seguimiento en un estudio de cohortes podrian aportar un mayor
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numero de casos de engrosamiento retiniano precoz que refuerce nuestra hipétesis y potencie

esta linea de investigacion en el futuro.

Sin embargo, a pesar de estas y otras limitaciones resefiadas anteriormente, si
podemos sefialar polimorfismos  génicos que pueden determinar una mayor o menor
susceptibilidad al desarrollo de engrosamiento retiniano macular en pacientes diabéticos tipo 1
en ausencia de RD o con RD de bajo grado, lo que supone un interesante marcador del
desarrollo de la enfermedad y del inicio en la aparicién de complicaciones asociadas, asi como

una novedosa linea de investigacion que no habia sido estudiada anteriormente.
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La incidencia y la progresion de la RD durante diez afios en la muestra de pacientes
diabéticos tipo 1 de nuestro estudio es menor a la esperada en base a estudios previos de
referencia y pone de manifiesto el buen control endocrinolégico y oftalmolégico de esta

poblacién.

El uso de la bomba de insulina conlleva un mejor control de la DM en los pacientes

diabéticos tipo 1 de nuestra muestra.

Los cambios de grosor macular precoces en pacientes diabéticos tipo 1 de nuestra muestra
son mas evidentes y mas precoces en el sector central retiniano del analisis macular

mediante OCT.

No existe una relacién estadisticamente significativa entre los cambios de grosor retiniano y
los SNP rs5370 de ET1, rs699947 de VEGF, rs1799983 de NOS3, rs16944 de IL1B,
rs2070874 de 1L4, rs1800795 de IL6 y rs1883832 de CD40 en los pacientes diabéticos tipo 1

de nuestra muestra.

La expresion del genotipo AT del SNP rs4073 del gen de la IL8 en pacientes diabéticos tipo
1 de nuestra muestra se asocia a una menor susceptibilidad a desarrollar engrosamiento

retiniano macular, siendo necesarios estudios de cohortes mas amplios para confirmarlo.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

ESTUDIO SOBRE EL EDEMA MACULAR DIABETICO

Investigador principal: Dr Fernando Goémez Peralta’. Co-investigadores: Dres. José
Manuel Miralles Garcia', José Maria Recio Cérdova' Emiliano Hernandez Galilea®, Alvaro

Casado?, Rogelio Gonzalez Sarmiento®.

'S, de Endocrinologia y Nutricion, 2 S. de Oftalmologia, *Unidad de Medicina Molecular.

Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca.

Fecha de aprobacion por el Comité de Etica de la Universidad de Salamanca/Hospital

Clinico Universitario de Salamanca:

A usted (0o a su hijo/a menor de 18 afios) le han ofrecido participar en un estudio de
investigacion. En un documento adjunto, le hemos proporcionado informacion sobre el
estudio, los posibles problemas éticos derivados de su participacién en el estudio, las medidas
adoptadas para garantizar el respeto a los principios éticos de la investigacion, los posibles
beneficios derivados de su participacién y su derecho a retirarse del estudio en cualquier
momento. Si desea mas informacion sobre el estudio o sobre los investigadores, puede
contactar con ellos en el teléfono 923 291100. Si tiene preguntas o sugerencias sobre el
proceso de obtencion del consentimiento informado en este o en otros estudios, puede
dirigirse a los investigadores o al Comité de Etica de la Universidad de Salamanca/Hospital

Clinico Universitario de Salamanca.
En este documento, solicitamos su firma de consentimiento a participar en el estudio.

Yo (escriba su

nombre y apellidos) he recibido del Dr. informacién
clara y a mi plena satisfaccion sobre el “ESTUDIO SOBRE EL EDEMA MACULAR

DIABETICOQ”, en el que voluntariamente quiero participar, incluidos los riesgos potenciales. Sé

que el estudio se realiza con fines de investigacion.

Firma Fecha

Sujeto del estudio

Investigador que recibe el consentimiento
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Autorizo a que las muestras de sangre se empleen en otros estudios de investigacion
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Salamanca/Hospital Clinico

Universitario de Salamanca:

[] No Si: ] deseo ser consultado en cada caso

0 autorizo su uso en proyectos aprobados por el Comité, sin

consultarme antes en cada caso
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ANEXO 2: INFORMACION PARA EL PACIENTE

ESTUDIO SOBRE EL EDEMA MACULAR DIABETICO

Investigador principal: Dr Fernando Goémez Peralta’. Co-investigadores: Dres. José
Manuel Miralles Garcia', José Maria Recio Cérdova' Emiliano Hernandez Galilea®, Alvaro

Casado?, Rogelio Gonzalez Sarmiento®.

'S, de Endocrinologia y Nutricion, 2 S. de Oftalmologia, *Unidad de Medicina Molecular.

Departamento de Medicina de la Universidad de Salamanca.

Fecha de aprobacion por el Comité de Etica de la Universidad de

Salamanca/Hospital Clinico Universitario de Salamanca:

A usted le han ofrecido participar en un estudio de investigacion. En este documento,
describiremos el estudio, los posibles problemas éticos derivados de su participacion
en el estudio, las medidas adoptadas para garantizar el respeto a los principios éticos
de la investigacion, los posibles beneficios derivados de su participacion y su derecho

a retirarse del estudio en cualquier momento.

Descripcion del proyecto de investigacion:

En este estudio de investigacion, queremos saber si los pacientes con diabetes
desarrollan edema macular diabético o, en cualquier caso, un aumento en el grosor
de su retina y si aquellas personas en las que ocurre esto tienen con mas frecuencia

cierta caracteristica genética (ciertos polimorfismos).

La exploracién en Oftalmologia sera la habitual en todos los pacientes con diabetes.
Ademas, para medir el grosor de su retina antes y después de iniciar este tratamiento
se realiza una sofisticada prueba de imagen llamada tomografia de coherencia 6ptica
(OCT), que permite evaluar de forma mas precisa la presencia de edema macular al

permitirnos medir de forma muy precisa el grosor de la retina.

La intervencion especifica de este estudio, que no seria precisa si el paciente no
participara en esta investigacién, consistira en la obtencion de 15 ml
(aproximadamente, 15 mililitros, volumen equivalente a 3 cucharaditas de café) de
sangre obtenida por venopuncién (es decir, insertando una aguja en una vena,
habitualmente en la flexura del codo). La sangre sera procesada para medir los
parametros relacionados con la retinopatia diabética y analizar los genes
mencionados. A continuacion, compararemos los datos antes y 6 meses después de

haber iniciado tratamiento y analizaremos los resultados.
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Posibles problemas éticos relacionados con este estudio y medidas adoptadas

para minimizar su aparicién y su repercusion:

1. Potenciales problemas derivados de la venopuncion: al puncionar una vena para
obtener sangre se pueden producir hematomas, hemorragias o infeccion. Estas
complicaciones son extremadamente infrecuentes y suelen ser facilmente
controlables mediante presién local o el uso de antibiéticos locales. La infeccion rara

vez requerira el uso de antibiéticos sistémicos (por boca o en vena).

Para tratar de minimizar este posible problema, la extraccién de sangre sera realizada
por personal experto en este procedimiento, en el Laboratorio del Servicio de

Endocrinologia del Hospital Clinico Universitario de Salamanca.

2. Potenciales problemas derivados del conocimiento de las variables del estudio por
otras personas ajenas al paciente: Almacenaremos la informacion sobre los
resultados en bases de datos. So6lo los investigadores tendran acceso a la base de
datos y evitaremos el acceso de personas ajenas al paciente o al equipo investigador
a datos sobre el paciente. Los tubos que contengan sangre seran etiquetados con un

numero, no con el nombre del paciente.

Los resultados de las pruebas realizadas (valoracién oftalmolégica, niveles de
pardmetros bioquimicos relacionados con la retinopatia diabética y analisis de
polimorfismos) seran comunicados al paciente o, si procede, a sus padres o tutores
legales, por el médico solicitante. El investigador principal estard a disposicion de los

sujetos del estudio para contestar las preguntas que puedan tener sobre este estudio.

Medidas tomadas para garantizar el respeto a los principios de la ética en la

investigacion clinica

Este protocolo de investigacién ha sido aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico Universitario de Salamanca. Los investigadores se comprometen a llevar a
cabo su investigacion de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki,

gue protege a los sujetos de estudios de investigacion.

Posibles beneficios derivados de su participacion en el estudio

La actualizacion de su estudio oftalmol6gico garantiza el correcto seguimiento médico

de su enfermedad.
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Derecho aretirarse del estudio

Usted tiene derecho a rechazar la participacion en el estudio y a retirarse después de
empezarlo, durante cualquier momento del estudio. La atencion que usted recibe de
sus médicos no cambiard en modo alguno si usted decide no participar o si se retira

del estudio.

Autorizacién del paciente para emplear las muestras de sangre también en

otros estudios de investigacion

Si usted nos autoriza para ello, seria posible emplear la muestra de sangre que
extraeremos para este estudio también en otros estudios de investigacion. Por

ejemplo, podriamos querer investigar la influencia de otros genes sobre la diabetes.

- Si no nos autoriza, destruiremos su muestra de sangre una vez finalizado este

estudio.
- Si decide autorizarnos, existen dos modalidades:

- puede autorizarnos requiriendo consultar previamente con usted (antes de

cada estudio en el que deseemos emplear la sangre)

- puede autorizarnos sin requerir consulta previa con usted, para su uso en
los proyectos que hayan recibido aprobacion del Comité de Etica del

Hospital Clinico Universitario de Salamanca

Si desea mas informacion sobre el estudio o sobre los investigadores, puede dirigirse
al teléfono 923 291100.

- Si tiene preguntas 0 sugerencias sobre el proceso de obtencién del
consentimiento informado en este o0 en otros estudios, puede dirigirse a los
investigadores o al Comité de Etica del Hospital Clinico Universitario de

Salamanca.
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ANEXO 3: DATOS TOMOGRAFICOS INICIO / FINAL DEL ESTUDIO

Tabla en la que se incluyen los datos tomograficos en micras de cada sector de cada ojo de
cada paciente al inicio y al final del estudio.

En azul se recogen los datos de los pacientes incluidos en el grupo de casos.

En negro se recogen los datos de los pacientes incluidos en el grupo de controles.

Abreviaturas de la tabla:

- Cddigo: numero identificacién de paciente

- OD: ojo derecho

- Ol ojoizquierdo

- CENT: region central (1 mm) (CSF central subfield thickness) al inicio del estudio
- CENT 2: region central (1 mm) (CSF central subfield thickness) al final del estudio
- SUP: sector superior interno (1-3 mm) al inicio del estudio

- SUP 2: sector superior interno (1-3 mm) al final del estudio

- NAS: sector nasal interno (1-3 mm) al inicio del estudio

- NAS 2: sector nasal interno (1-3 mm) al final del estudio

- INF: sector inferior interno (1-3 mm) al inicio del estudio

- INF 2: sector inferior interno (1-3 mm) al final del estudio

- TEMP: sector temporal interno (1-3 mm) al inicio del estudio

- TEMP 2: sector temporal interno (1-3 mm) al final del estudio
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VALROES TOMOGRAFICOS ALINICIO DEL ESTUDIO (micras)

VALORES TOMOGRAIFOCS AL FINAL DEL ESTUDIO (micras)

CODI | CENT | CENT | SUP_ | NAS_ | INF_ | TEM_ | SUP_ | NAS_ | INF_ | TEM_ | CENT | CENT | SUP_ | NAS_ | INF_ | TEM_ | SUP_ | NAS_ | INF_ | TEM_
Go | _opb | _ol oD oD oD oD ol ol ol ol oD2 | o2 |oD2 |oD2 |OD2 |OD2 |02 |02 |02 |02
18776 183 189 241 258 240 220 236 251 246 221 201 199 254 272 253 231 252 265 259 235
13635 251 257 251 283 248 226 258 296 261 241 262 267 258 295 252 235 255 292 258 242
19086 196 189 251 272 249 230 247 273 253 235 217 204 255 282 262 236 255 281 263 247
19137 211 202 239 246 232 229 218 239 231 219 271 200 235 275 239 202 239 233 215 159
19479 183 188 230 245 229 221 236 241 227 221 217 211 246 267 240 224 239 256 250 235
18964 194 212 214 237 210 199 224 249 223 207 216 225 226 253 224 208 225 247 232 215
19126 215 231 288 290 271 276 288 293 260 247 232 264 284 280 262 253 276 289 273 256
18814 182 182 237 260 233 225 237 250 238 234 199 186 248 263 231 244 247 259 246 254
18799 163 167 229 243 229 240 224 239 225 210 261 185 231 266 223 182 231 244 229 211
19165 183 201 237 251 230 215 235 264 245 222 200 215 258 273 243 234 251 287 263 247
19369 186 191 228 248 232 207 231 246 232 212 205 210 243 270 251 219 249 267 257 229
19164 212 201 236 260 255 235 242 261 251 235 198 203 244 271 257 242 248 272 255 239
19017 195 200 252 273 245 235 243 269 251 249 215 218 269 297 257 248 255 287 270 265
18909 186 177 249 274 237 226 250 266 234 231 250 248 298 314 279 281 306 319 282 282
19105 185 200 244 265 252 227 246 270 234 221 202 212 261 289 268 239 251 280 241 233
18963 178 186 241 265 237 218 251 264 249 231 208 211 251 272 257 232 271 292 273 251
18842 235 232 231 255 241 210 251 276 247 224 247 244 244 277 259 224 261 289 257 239
18787 172 172 260 266 243 228 253 267 240 218 183 181 265 282 247 225 259 272 252 232
18911 208 226 219 244 222 203 233 258 228 211 222 241 232 259 237 219 251 269 236 226
19203 204 212 235 265 230 221 241 261 231 221 218 224 242 280 238 228 243 268 243 229
18840 212 184 240 279 230 222 249 285 261 222 223 201 252 294 243 240 257 299 272 231
18786 185 179 221 231 216 213 229 243 221 210 199 235 271 284 248 240 278 285 255 248
18877 176 195 229 248 225 208 227 248 229 216 199 234 240 249 228 217 218 263 249 212
18826 172 177 254 263 255 227 262 264 250 224 195 188 261 272 263 241 268 269 265 237
19512 202 197 229 254 224 214 229 249 229 214 209 206 233 265 229 222 236 261 237 226
19255 218 221 247 280 241 224 267 272 241 237 232 239 256 297 253 227 276 293 260 249
19107 231 227 250 276 263 238 246 263 262 240 291 288 296 316 285 279 286 315 304 281
18891 195 201 230 246 220 223 247 253 230 234 207 217 232 249 225 218 245 251 241 233
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VALORES TOMOGRAFICOS AL INICIO DEL ESTUDIO (micras)

VALORES TOMOGRAFICOS AL FINAL DEL ESTUDIO (micras)

19178 213 222 247 280 241 214 229 249 229 214 282 289 289 303 291 282 294 305 294 286
19389 215 218 251 273 250 247 253 282 256 244 249 234 247 279 257 233 251 285 261 252
18817 186 200 222 236 208 199 226 242 232 208 194 210 231 249 224 209 229 247 233 215
18771 205 205 251 273 250 247 253 282 256 244 261 254 286 312 286 268 281 309 291 268
18775 211 209 252 271 252 241 260 282 252 244 225 252 267 288 266 258 264 291 276 263
19154 183 173 255 287 234 223 238 272 239 228 260 202 251 308 264 216 244 273 258 236
18869 145 147 233 246 226 213 230 248 226 215 163 160 240 256 231 222 239 262 235 229
19150 230 223 249 279 216 212 239 261 242 215 223 238 241 258 217 200 241 262 242 204
19139 265 241 246 278 256 245 222 268 248 220 242 245 246 205 260 252 192 284 197 218
18781 195 205 222 236 208 199 226 242 232 208 203 205 235 254 228 220 234 245 224 225
19461 186 189 238 259 221 194 250 265 238 215 199 201 248 267 237 205 265 279 251 227
19211 194 195 241 253 224 220 241 246 218 222 202 208 249 265 244 242 261 269 231 233
18896 188 188 256 264 245 231 252 262 245 231 210 213 257 276 255 236 260 269 266 249
19225 252 169 298 259 224 256 223 235 216 218 180 179 234 246 214 220 229 242 229 234
18841 217 210 215 235 205 198 230 235 208 203 233 230 230 251 220 219 247 250 220 224
19511 222 234 259 280 256 239 262 296 257 235 250 251 270 299 271 251 277 310 274 244
18868 252 209 238 256 246 242 226 245 224 215 269 221 252 279 261 260 241 261 239 227
19085 194 193 234 252 226 218 240 249 229 217 208 204 237 266 263 229 241 261 247 223
19149 162 162 236 261 244 221 241 255 237 232 175 163 253 271 261 245 255 277 259 245
18784 161 166 217 244 232 219 225 242 227 210 183 190 222 259 238 217 242 259 239 231
19109 210 213 267 291 241 234 253 294 239 243 224 228 268 289 258 247 279 294 262 266
19136 190 202 234 267 237 217 241 266 236 234 200 199 250 281 242 224 246 281 250 237
18914 215 206 249 265 247 243 245 265 237 227 283 279 319 310 291 297 299 311 279 284
18871 163 165 240 250 234 224 241 245 238 226 197 191 248 269 253 229 244 272 217 236
19193 223 216 247 284 232 226 259 289 228 221 269 274 283 318 276 270 303 316 276 281
18816 240 209 272 285 254 256 297 269 244 239 230 268 289 311 289 306 291 309 296 312
18986 177 174 241 272 240 228 243 255 226 228 198 207 234 284 253 227 244 268 253 266
18979 168 172 242 257 230 220 237 248 232 223 201 217 249 271 250 232 250 266 255 249
18895 199 203 242 271 248 235 249 275 248 242 214 231 255 289 267 255 256 292 268 252
18866 214 217 223 240 221 209 233 241 232 223 230 226 237 248 219 213 239 247 231 223
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VALORES TOMOGRAFICOS AL INICIO DEL ESTUDIO (micras)

VALORES TOMOGRAFICOS AL FINAL DEL ESTUDIO (micras)

18774 185 185 227 266 235 212 235 258 235 223 200 205 223 270 231 215 240 259 240 230
12375 183 195 251 288 255 230 248 275 255 241 241 249 315 339 298 290 313 338 312 295
18864 185 187 219 218 182 187 200 206 183 190 193 204 215 241 184 183 214 231 185 193
18838 184 180 240 259 220 227 236 253 224 231 186 183 246 259 212 217 233 249 223 229
19108 166 170 190 217 199 185 186 220 197 194 201 210 215 229 219 208 203 237 214 214
18810 180 193 227 252 228 210 239 256 238 221 199 211 235 267 233 229 251 270 248 232
18783 193 203 261 281 270 236 256 281 278 237 203 212 269 287 277 243 270 291 287 255
18815 172 178 227 245 237 215 231 254 241 216 188 190 242 265 250 222 240 257 244 231
19155 190 191 221 239 224 207 227 247 228 210 208 212 233 249 236 226 236 258 240 219
18932 205 208 245 251 218 220 240 249 229 223 254 284 275 283 244 253 276 288 261 264
19448 156 165 206 222 208 194 213 220 209 197 190 195 225 247 231 229 235 241 219 218
13156 199 204 245 271 244 225 253 277 248 231 226 217 255 275 254 238 250 283 247 228
18867 213 262 223 255 245 217 217 265 224 195 215 233 222 256 256 230 233 259 236 222
18865 211 210 253 269 238 234 247 264 239 226 220 222 260 277 243 237 254 276 247 235
19495 231 230 240 261 237 222 238 252 234 223 258 254 248 269 232 241 242 266 245 234
19345 173 184 230 250 234 216 231 254 225 214 202 195 233 256 238 220 228 255 236 225
18785 159 150 220 234 214 201 211 223 206 200 175 182 218 236 221 193 216 224 201 203
19221 192 190 237 259 230 217 238 252 235 226 209 211 255 285 249 232 253 267 254 248
19166 216 214 259 271 239 229 245 264 241 231 227 240 257 276 249 231 259 277 254 243
18777 192 218 276 290 271 260 273 284 271 261 195 232 267 280 268 266 264 290 282 296
18823 220 230 243 263 232 235 242 256 232 235 233 215 238 265 238 252 240 262 236 233
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