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RESUMEN

OBJETIVO: Identificar la asociacion de los principales polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) localizados en CFH, ARMS2, HTRAL, CFB, C2 y C3 y describir las caracteristicas

sociodemogréficas de los pacientes con DMAE exudativa en una poblacion espafiola.

MATERIAL Y METODOS: Estudio realizado en Alcorcon (Madrid) entre enero de 2015
y junio de 2018 seleccionando casos con DMAE exudativa y controles sanos. Analizamos la
presencia de enfermedades asociadas y los antecedentes familiares de DMAE. Estudiamos
12 polimorfismos de riesgo para DMAE de los genes CFH (rs1410996, rs1061170, r380390),
ARMS?2 (rs10490924, rs10490923), HTRAL (rs11200638), CFB (rs641153), C2 (rs547154,

rs9332739) y C3 (rs147859257, rs2230199, rs1047286).

RESULTADOS: Estudiamos 383 pacientes con una edad media de 74,97 (rango 55 a 95
afios), 149 hombres y 234 mujeres: 187 pacientes con DMAE y 196 pacientes controles.
Observamos diferencias significativas en la distribucion de genotipos entre pacientes y
controles, con un incremento del riesgo de DMAE exudativa en seis de los polimorfismos
estudiados. El alelo G fue el méas frecuente en el gen CFH (rs1410996) con un incremento de
riesgo de desarrollar DMAE de 7 veces (OR 7.69, 95% CI 3.17-18.69), mientras que los
portadores del alelo C en CFH (rs1061170) mostraron un incremento del riesgo de 3 veces
de desarrollar la enfermedad (OR 3.22, 95% CI 1.93-5.40). En CFH (rs380390), la presencia

del alelo G aumentaba por 2 el riesgo de desarrollo de DMAE (OR 2.52, 95% CI 1.47-4.30).
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En ARMS2 (rs10490924), el alelo T estaba asociado con un incremento del riesgo de DMAE
de cinco veces (OR 5.49, 95% CI 3.23-9.31). El alelo A en HTRAL (rs11200638) fue mas
prevalente en los pacientes con DMAE frente a los controles (OR 6.44, 95% 3.62-11.47). En
el gen C2 (rs9332739) la presencia de C aumentd el riesgo de desarrollo de DMAE por 3
veces (OR 3.10, 95% CI 1.06-9.06). El estudio de los factores de riesgo sistémicos en ambos
grupos mostré una asociacion entre la DMAE y la dislipemia, HTA, antecedentes de
accidente cerebrovascular, depresion, enfermedades reumatolégicas y enfermedad
cardiovascular. Ademas, encontramos una asociacion signifcativa entre aquellos pacientes

con antecedentes familiares de DMAE vy el desarrollo de la enfermedad.

CONCLUSIONES: Los genotipos de los polimorfismos de CFH, ARMS2, HTRAl y C2
estan relacionados con un incremento del riesgo de DMAE exudativa en pacientes esparioles.
Existe una mayor prevalencia de enfermedades cardiovasculares y antecedentes familiares

de la enfermedad en el grupo de DMAE.

PALABRAS CLAVE: degeneracion macular exudativa asociada a la edad, polimorfismos

geneticos, genética, factores de riesgo.
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ABSTRACT

PURPOSE: To identify the association between single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
in CFH, ARMS2, HTRA1, CFB, C2, and C2 genes and exudative age-related macular
degeneration (AMD) in a Spanish population and to describe sociodemographic

characteristics in that population.

METHODS: Between January 2015 and December 2018, patients diagnosed with exudative
AMD attending the Unit of Ophtalmology of Hospital de Alcorcon (Madrid) and healthy
volunteers were included in the study. We studied 12 SNPs as risk factors for AMD in CFH
(rs1410996, rs1061170, r380390), ARMS2 (rs10490924, rs10490923), HTRAL
(rs11200638), CFB (rs641153), C2 (rs547154, rs9332739), and C3 (rs147859257,

rs2230199, rs1047286) genes.

RESULTS: We studied 383 patients: 187 exudative AMD patients and 196 healthy controls
(234 women, mean age 74.97 years, range 55-95 years). Significative differences were found
between groups in the presence of dislipemia, hypertension, depression, history of stroke,
rheumatological and cardiovascular disease and family history of AMD. We observed
significative diferences in the genotipe distribution between groups, finding that six of the
studied polymorphisms suposed an increased risk of developing AMD. The G allele was the
most frequent in CFH gene (rs1410996) with a 7-fold increased risk of AMD (OR 7.69, 95%
Cl 3.17-18.69), whereas carriers of C allele in CFH (rs1061170) showed a 3-fold increased
risk of AMD (OR 3.22, 95% CI 1.93-5.40). In CFH (rs380390), the presence of G allele

increased the risk of AMD by 2-fold (OR 2.52, 95% CI 1.47-4.30). In ARMS2 (rs10490924),
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the T-allele was associated with an almost 5-fold increased risk (OR 5.49, 95% CI 3.23-9.31).
The Aallele in HTRA1 (rs11200638) was more prevalent in AMD versus controls (OR 6.44,
95% 3.62-11.47). In C2 gene (rs9332739) the presence of C increased risk of AMD by 3-

fold (OR 3.10, 95% CI 1.06-9.06).

CONCLUSION: SNPs in CFH, ARMS2, HTRAL and C2 genes were associated in our study
with an increased risk of exudative AMD in Spanish patients. There is a higher prevalence

of cardiovascular diseases and a family history of the disease in the AMD group.

KEYWORDS: age-related macular degeneration, gene polymorphisms, genotyping, risk

factors.
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1. LISTA DE ABREVIATURAS

AFG
AG
AREDS
AV
AVI
AVMC
OCT-A
BDES
BHRE
CARMS
CATT
CFH
C3

DEP
DHA
DMAE
Dp
EDCCS
EDI

EP

EPR
ETDRS
ETOI
FTR

Angiografia fluoresceinica

Atrofia Geografica

Age Related Eye Disease Study Research
Agudeza visual

Angiografia con verde de indocianina
Agudeza visual mejor corregida
Angio-OCT

Beaver Dam Eye Study

Barrera hematorretiniana externa

Clinical Age-related Maculopathy Grading System
Comparison of Age-Related Macular Degeneration Treatment Trial
Factor H del complemento

Factor 3 del complemento
Desprendimiento del epitelio pigmentario
Acido docosahexaenoico

Degeneracion Macular Asociada a la Edad
Dioptrias

Eye Disease Case-Control Study

Enhaced Depth Imaging

Epitelio pigmentario

Epitelio Pigmentario de la Retina

Early Diabetic Retinopathy Study
Exudacion tardia de origen indeterminado

Fotorreceptores

Lista de abreviaturas



HUFA
HTA
IVAN
LALES
LUCAS
MAE
MANTA
MPS
NVC
OoCT
OCT-SA
OCT-SS
PEDF
PGF 1
RAP
SD-OCT
SNS
TD-OCT
VCPI
VEGF-A
VIBERA

Hospital Universitario Fundacion Alcorcon

Hipertension arterial

Inhibit VEGF in Age-Related choroidal Neovascularization)
Los Angeles Latino Eye Study

Lucentis Compared to Avastin Study

Maculopatia asociada a la edad

Avastin versus Lucentis in Age-Related macular degeneration
Macular Photocoagulation Study

Neovascularizacion coroidea

Tomografia de coherencia dptica

Tomografia de coherencia Gptica de segmento anterior

OCT swept-source

Factor derivado del epitelio pigmentario

Factor de crecimiento placentario

Retinal Angiomatous Proliferation

Tomografia de coherencia dptica de dominio espectral
Sistema Nacional de Salud

OCT de dominio temporal

Vasculopatia coroidea polipoidea idiopatica

Factor de crecimiento endotelial vascular A

Prevention of Vision loss in patients with Age-related macular

degeneration by Intravitreal injection of Bevacizumab and Ranibizumab

VIEW 1, VIEW 2

VIP
VISION
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ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS

En esta Tesis se distinguen siete partes: Introduccion; Objetivos, justificacion e hipotesis del
trabajo de investigacion; Sujetos, Material y Métodos; Resultados; Discusion; Conclusiones;

y Bibliografia.

La introduccién comienza con la definicion, epidemiologia y una breve explicacion del
impacto de la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) en la poblacién y vida de
los pacientes. A continuacién se pasa a describir los tipos de DMAE, sus caracteristicas
clinicas, sintomas y los distintos estadios evolutivos de la enfermedad. En el siguiente
apartado se hace hincapié en los factores de riesgo de desarrollo de la enfermedad. En el
sexto apartado, se explica la fisiopatologia de la DMAE, incluyendo un analisis anatomico
de las diferentes estructuras del ojo implicadas en el desarrollo de la enfermedad, asi como
las diferentes hipdtesis que se han venido postulando recientemente. El siguiente bloque se
centra en las técnicas de diagndstico disponibles en la actualidad, para a continuacion, hacer
un repaso exhaustivo de las diferentes opciones terapéuticas para el tratamiento de la DMAE:
se dedica un apartado individual a cada tipo de antiangiogénico empleado, asi como a los
diferentes regimenes de administracion empleados en la préctica clinica, en términos de

eficacia y seguridad.

En el Gltimo apartado de la introduccion, se dan unas breves pinceladas de la influencia de

los factores genéticos en el desarrollo de la DMAE, en particular de los genes CFH y
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LOC387715/ARMS2, y sobre la importancia de estos conocimientos y su aplicacion futura

en la terapia dirigida y la prevencion del desarrollo de la enfermedad.

En la segunda parte de esta Memoria se exponen de forma breve y concisa los objetivos del
trabajo de la Tesis Doctoral, que se pueden resumir en identificar la asociacion de los
principales polimorfismos SNP localizados en CFH, CFB, C3, C2, CFHR1, ARMS2 y

HTRA1 en la DMAE exudativa en una poblacién espafiola.

La tercera parte corresponde a la descripcion de los sujetos, material y métodos utilizados
para la realizacion de este trabajo. Se exponen los pasos seguidos para la obtencion de la
bibliografia en las diferentes bases de datos. Se hace un repaso a los medios empleados,
criterios de seleccion de los pacientes, metodologia de la exploracion clinica y el
procedimiento usado para el andlisis genético de las muestras. También se explica

brevemente el analisis estadistico.

En la cuarta parte de la Memoria se exponen los resultados del estudio desarrollado, con una
descripcion analitica de los pacientes incluidos en la muestra, asi como de los resultados
obtenidos. Todo ello acompafiado de tablas, imagenes y figuras que facilitan e ilustran la

interpretacion de las observaciones realizadas.

La quinta parte corresponde a la discusion, que se ha estructurado en diferentes apartados

segun los diferentes genes implicados en el estudio.
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La sexta parte, incluye la bibliografia empleada, con las referencias bibliograficas de los

estudios y de los trabajos cientificos consultados.

Finalmente se incluyen como Anexos los documentos correspondientes a la aprobacion de
los protocolos de los estudios por el Comité de Etica e Investigacion Clinica de Hospital
Universitario Fundacion Alcorcén y los modelos de consentimiento informado. Ademas, se
exponen las comunicaciones orales en congresos Y las publicaciones a revista cientifica. Por
Gltimo se expone un listado paginado con las figuras, tablas y graficos que aparecen a lo largo

del manuscrito.
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1. INTRODUCCION

1.1. CONCEPTO

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), fue descrita por primera vez en 1885
por Haab como una alteracidn retiniana clinica, caracterizada por la presencia de una serie
de hallazgos clinicos especificos, incluyendo drusas y cambios del epitelio pigmentario de la
retina (EPR). Es una enfermedad caracterizada por la degeneracion del EPR y capa de
fotorreceptores, con o sin neovascularizacion coroidea. En este ultimo caso estariamos ante
una DMAE exudativa. Actualmente, la DMAE es la principal causa de ceguera legal en
personas mayores de 55 afios en el mundo occidental, y la tercera causa a nivel mundial,

siendo uno de los mayores retos en la oftalmologia de los Gltimos afios *.

No fue hasta décadas después de la definicion de Haab, cuando se encontrd la asociacion
entre las drusas maculares y las cicatrices disciformes (que representan el estadio final de la
DMAE exudativa). Gass describio la mayor parte de los fendmenos implicados en la DMAE,

y muchas de sus teorias y descripciones, siguen siendo aplicadas en la actualidad®*.

En cuanto a su etiologia, se ha descrito un componente multifactorial, con influencia de
factores ambientales y factores genéticos®*. Sin tratamiento, la DMAE lleva a la ceguera, y
su progresion se ve acompafada ademas de alteraciones en el estado de &nimo y salud mental,

afectando a la calidad de vida y la morbimortalidad de los pacientes.
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1.2. EPIDEMIOLOGIA

La DMAE es la causa mas frecuente de pérdida de agudeza visual irreversible en los paises
industrializados!®. Cuando hablamos de prevalencia de DMAE, nos referimos a la
proporcién de personas con algin ojo afectado por la forma tardia de la maculopatia, bien
sea neovascular o atrofical. Se estima que la prevalencia global de DMAE es del 1% en
personas entre los 65 y los 74 afios, del 5% entre los 75 y los 84 afios, y del 13% en mayores

de 85 afios™.

En los EE. UU., es responsable de en torno a un 54% de los casos de pérdida visual grave
(peor de 6/60 en el mejor 0jo) en blancos, el 14% en hispanos y el 4% en negros. La
prevalencia aumenta con la edad, y son raros los casos sintomaticos en pacientes menores de
50 afios®°. En el Reino Unido, el deterioro visual significativo (agudeza visual binocular
igual o peor a 6/18) por DMAE afecta a un 4% de la poblacién mayor de 75 afios y del 14%
de los mayores de 90 afios, y el 1,6% de los mayores de 75 afios tienen una agudeza binocular
inferior a 6/60%°. Ademas, los pacientes con DMAE avanzada en un 0jo, o pérdida de vision
moderada por DMAE no avanzada en un 0jo, tienen en torno a un 50% de probabilidades de

padecer DMAE avanzada en el otro 0jo en un periodo de 5 afios®°.

En el 2006, se realizo a nivel europeo el estudio multicéntrico EUREYE 2 (n=5040). Este
estudio midio la prevalencia y los factores de riesgo asociados a DMAE en personas > 65
afios de siete poblaciones europeas con diferentes latitudes. Observaron una prevalencia
global de DMAE del 3,32%; un 1,2% de DMAE atrofica; un 2,3%, de DMAE neovascular o

exudativa; y DMAE bilateral en el 1,4% de los pacientes incluidos en el estudio?.
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En el 2011, el grupo Spanish Eye Epidemiological (SEE) ° Study publicé el primer estudio
sobre la prevalencia de la DMAE en poblacién espafiola mayor de 65 afios. La prevalencia
total de la maculopatia asociada a la edad (MAE) llegaba a un 10.3%, mientras que la
prevalencia de la DMAE, fue de un 3.4%, estimandose que en Espafa la incidencia de esta
enfermedad es de aproximadamente 400 000 casos /afio y de éstos 45,000 casos /afio son de
la forma neovascular o exudativa®. Ademas, estimaron que en Espafia podria haber unos
255.000 individuos afectos de DMAE, y unos 773.000 con MAE, y por tanto con gran riesgo

de evolucionar a una DMAES®.

A principios de la deécada de los noventa, se realizaron 3 grandes estudios
en individuos de raza blanca de distintos continentes, con tasas de respuesta altas (75-
85%) y similares técnicas de diagnostico: el estudio Beaver Dam, en Estados
Unidos ’; el estudio Blue Mountains®, en Australia; y el estudio Rotterdam?®, Paises Bajos.
El analisis de estos trabajos permitio avanzar en el estudio de la degeneracion macular y de
los factores de riesgo asociados, y mostré una prevalencia combinada del 1,9% en personas
> 55 afios’®. Prevalencias algo mas bajas se encontraron en la poblacion latina del estudio
Los Angeles, Estados Unidos (0,70% en > 50 afios) y en la poblacion del Visual Impairment

Project, en Australia (0,68% en > 40 afios)"®.

En cuanto a la prevalencia de las diferentes formas de degeneracion macular, existe una gran
variabilidad entre los distintos estudios. En general, si se consideran formas precoces de
DMAE, se encuentra un predominio de formas atroficas o secas, pero si consideramos
Unicamente las fases tardias, la mayoria encuentra un predominio de las formas

exudativas, que son entre 1,5y 2,5 veces mas frecuentes que las atroficas’.
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A partir de los estudios internacionales y de los estudios en la poblacion espafiola, en el 2017
se realiz6 un metaandlisis sobre la prevalencia de la DMAE en Europa, con la finalidad de
obtener una estimacion combinada de la tendencia en la prevalencia de degeneracion macular
(neovascular o atréfica) segin la edad, realizando proyecciones de futuro hasta el 2040,
Los resultados encontrados fueron homogéneos entre los distintos estudios, mostrando un
aumento exponencial de la prevalencia de degeneracion macular al avanzar la edad por
encima de los 65 afios. La prevalencia combinada de degeneracién macular fue del 0,34%
en personas > 85 afios'?. El analisis por género no encontré diferencias significativas®. Si
aplicamos estos resultados a las estimaciones de la poblacion espafiola, como consecuencia
del envejecimiento de la poblacion y asumiendo que los factores de riesgo permaneceran
constantes durante las proximas décadas, se podria estimar que el nimero de casos de DMAE
en Espafia podria alcanzar los 565.810 en el afio 2025%. A nivel europeo, en cuanto a las
proyecciones al 2040, observan que la MAE temprana se mantendrd muy similar: de 15.0
millones en 2013 a 14.9 millones, y que la DMAE tardia se incrementara en Europa de 2.7

millones en 2013 a 3.9 millones en el 2040,

1.3. IMPACTO DE LA DMAE

La DMAE, especialmente la forma neovascular, representa la primera causa de ceguera en
personas mayores de paises desarrollados*. La forma atréfica, o incluso formas tempranas
también pueden afectar a la vision, requiriendo letras grandes para poder leer los textos o
presentar afectacion de la visién nocturna; signos en general considerados propios del
envejecimiento, por lo que no se les presta la atencion que requeririan®?. El cuestionario del

National Eye Institute (25-item Visual Function Questionnaire [VFQ], o el cuestionario
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propuesto por la OMS han visto una clara asociacion con la depresion**314, Por lo tanto,
aungue es raro que conduzca a una ceguera completa ya que la vision periférica suele
respetarse, la DMAE es una enfermedad crdnica y debilitante a nivel ocular y sobre la calidad

de vida del paciente®®.

1.4. CLASIFICACION Y TIPOS DE DMAE

La degeneracion macular senil fue descrita por primera vez como entidad clinica en 1885 por
Otto Haab, que describid varios cambios atroficos y pigmentarios en la macula que
causaban un deterioro progresivo de la vision central, y que afectaba fundamentalmente a
pacientes mayores de 50 afios!®. Se dio un gran paso cuando Gass aclar6 que las drusas, la
degeneracion macular senil y la degeneracién macular senil disciforme representaban una

Unica enfermedad?’.

En los afios noventa se propuso que deberia denominarse maculopatia asociada a la edad
(MAE) inicial o avanzada para sugerir que la MAE inicial no era necesariamente un estado
patoldgico, reservando el término degeneracion macular asociado a la edad (DMAE) para la
MAE avanzada, que abarcaria la atrofia geografica y la DMAE neovascular®®!®, Al ser la
DMAE una enfermedad compleja con maltiples manifestaciones posibles, hizo que fuera
necesario establecer una serie de criterios uniformes y aplicables de manera generalizada por
todos los especialistas. De esta necesidad, fueron surgiendo diversos sistemas de
clasificacion, como el "Wisconsin Age-Related Maculopathy Grading" *°, el Sistema
Internacional, el "Age-Related Eye Disease Study Grading-AREDS" 20222 y e] "Clinical

Age-Related Maculopathy System-CARMS", que son actualmente los sistemas de
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clasificacion de DMAE utilizados mas frecuentemente en los estudios epidemioldgicos®?.
Tanto el Sistema Internacional como la clasificacion de Wisconsin estdn basados en
hallazgos funduscopicos a partir de fotografias estereoscdpicas. No tienen en cuenta criterios

angiograficos ni criterios clinicos, como puede ser la agudeza visual*®1°,

1.4.1. Sistema Wisconsin (1991):

Diferencia entre:

M.A.E o Maculopatia asociada a la edad, que se caracteriza por la presencia de drusas poco

definidas o drusas reticulares, en ausencia de signos de DMAE.

DMAE Atréfica: definida como un area mayor de 175 micras con ausencia del EPR, que

permite visualizar los vasos coroideos.

DMAE Neovascular: caracterizada por la presencia de desprendimiento del EPR, asociado a

otros signos de DMAE o membrana neovascular (MNV) como cicatriz, fibrosis,

hemorragia...

1.4.2. Sistema de Clasificacion Internacional (1995):

Presenta la siguiente clasificacion:

M.A.E: definida por la presencia de drusas blandas o confluentes, drusas de limites bien o

poco definidos e hiper o hipopigmentacién del EPR asociada a drusas.

50



DMAE Geografica: caracerizada por una zona bien definida circular u oval de 175 micras,

con ausencia de EPR o hipopigmentacion.

DMAE Neovascular: cuando existe desprendimiento del EPR o de la retina neurosensorial,

asociado a maculopatia relacionada con la edad, membrana neovascular coroidea, cicatriz,

tejido glial, hemorragia...

1.4.3. Sistema de clasificacion AREDS (2005) %:

No M.A.E (categoria 1): fondo de ojo normal o con drusas pequefias y escasas (< 63 micras

de diametro)

M.A.E temprana (categoria 2): aparicién de multiples drusas pequefias, algunas intermedias

(63-124 micras en diametro) o discreta alteracién del EPR.

M.A.E intermedia (categoria 3): caracterizada por numerosas drusas intermedias; al menos

una drusa grande (>125 micras) o atrofia geografica que respeta fovea.

M.A.E avanzada o tardia (categoria 4): caracterizada por atrofia geografica que afecta la

févea o neovascularizacién coroidea, desprendimiento seroso y/o hemorragico de la retina
neurosensorial o EPR, exudados retinianos duros, proliferacion fibrovascular sub-retiniana o

sub EPR y cicatriz disciforme.

Es la mas utilizada en los estudios clinicos y la que hemos utilizado en nuestro trabajo.
Distingue entre:
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1.4.4. Clasificacion clinica (2013):

La falta de consenso que existia debido a la diversidad de clasificaciones, hacia compleja la

comparacion de estudios, y la elaboracion de recomendaciones y guias de practica clinica?..

En 2013, Ferris y su equipo, propusieron una clasificacién clinica de la DMAE basada en la
evidencia y obtenida a partir del consenso de expertos mediante el método Delphi. Comenzar
a usar esta nueva clasificacion ha servido para unificar términos, la definicion, la escala de
gravedad y los tipos de patologia de la DMAE usados hasta este momento?:. Esta
clasificacion se basa en las lesiones observadas en el fondo de 0jo, que estan localizadas
dentro de dos didametros de papila respecto al centro de la fovea, en personas mayores de 55
afios?:2, Una de las grandes aportaciones de esta nueva clasificacion, es que establece como
nomenclatura Unica el término degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) para definir
la enfermedad. Asimismo, diferencia claramente entre la patologia y situaciones fisioldgicas,
como la presencia de drusas asociadas al envejecimiento natural de la retina con la edad?-%,
Se establecen tres estadios de gravedad en funcion del tamafio de las drusas o las alteraciones
pigmentarias?’. Las drusas las clasifican en funcion de su tamafio como pequefias (<63 um),
medianas (>63 y <125 um) y grandes (>125 um)?.. Aconsejan emplear como referencia el
tamafio de la vena principal de la retina a nivel del margen del disco 6ptico (125 pm), como

podemos ver en el ejemplo de la siguiente imagen?L.
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Figura 1. Imagen en la que comparamos el tamafio de una drusa grande con el tamafio de la

vena principal de la retina a nivel del margen del disco optico.

En relacion a las alteraciones pigmentarias, se definen como hiperpigmentacion o
hipopigmentacion presentes en dos diametros de disco respecto al centro de la mécula, sin
ninguna otra enfermedad asociada. La autofluorescencia (AF) permite detectarlas de una

manera mas evidente??,

A continuacion se presenta la clasificacion propuesta:
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Clasificacion Definicion

Sin cambios aparentes propios del Ausencia de drusas y de alteraciones pigmentarias.
envejecimiento
Sin patologia
Cambios normales propios del Drusitas (drusas de menos de 63 micras) y ausencia de
envejecimiento alteraciones pigmentarias relacionadas con la DMAE.
DMAE precoz Drusas medianas (63-125 micras) sin alteraciones
pigmentarias.
DMAE intermedia Drusas grandes (> 125 micras) y/o alteraciones
DMAE pigmentarias.
DMAE avanzada Atrofia geogréfica (AG) o neovascularizacion.

Tabla 1. Clasificacion clinica de la DMAE.

El grupo AREDS elabor6 una escala de gradacion para estimar el riesgo de presentar DMAE
avanzada a los 5 y 10 afios. Asigno 1 punto ante la presencia de una o mas drusas grandes,
cualquier alteracion pigmentaria o drusas intermedias bilaterales (sin drusas grandes). Y 2
puntos ante la presencia de DMAE neovascular!>%,

A continuacién, y utilizando esta escala de riesgo propuesta por el grupo AREDS, presento
el riesgo aproximado de desarrollo de DMAE avanzada a los 5 y a los 10 afios, en funcion

del nimero de factores de riesgo presentes.
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Numero de factores Riesgo a los 5 afios Riesgo a los 10 afios

0 factores 0.5% 1%
1 factores 3% 7%
2 factores 12% 22%
3 factores 25% 50%
4 factores 50% 67%

Tabla 2 . Riesgo de conversion a DMAE avanzada segun pauta AREDS.

Por lo tanto, esta clasificacion que ha sido ampliamente aceptada y que resulta de féacil
aplicacion en la practica clinica, es util por dos motivos fundamentales. Por un lado, porque
se basa en la observacion de alteraciones claramente identificables (tamafio de las drusas,
cambios pigmentarios); y por otro, porque permite estimar el riesgo de progresion a DMAE

lo cual es esencial para establecer tratamiento de forma individualizada 2.

1.5. ESTADIOS EVOLUTIVOS DE LA DMAE

Siguiendo la clasificacion clinica recién explicada, paso a describir las caracteristicas que

definen cada estadio de manera mas concreta.

1.5.1. DMAE precoz e intermedia
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La manifestacion clinica visible mas temprana de la DMAE son las drusas y las alteraciones

pigmentarias que aparecen sobre la maculalt"24,

Las drusas son depositos extracelulares localizados entre el EPR y la membrana de Bruch
11724 'No se conoce su papel exacto en la fisiopatologia de la DMAE, pero la evolucion de
la enfermedad se encuentra intimamente relacionada con el tamafio de las drusas, asi como
la presencia o ausencia de anomalias pigmentarias asociadas 2. La aparicion de drusas suele
ser frecuente a partir de los 60 afios, siendo muy rara su aparicion antes de los 40. Su
distribucién es muy variable, y pueden estar confinadas en la fovea, rodearla o formar una
banda alrededor de la periferia macular. También pueden verse en el fondo periférico y

media-periferia 1?°. Existen diferentes tipos de drusas:

Las drusas pequefias o drusitas o «drusas duras», tipicamente bien definidas y de color blanco

amarillento, por definicion < 63 mm de diametro, es decir, menos de la mitad del grosor de
una vena retiniana en el borde papilar. Son el tipo de drusas que encontramos en la DMAE
temprana de la clasificacion AREDS. Implican poco riesgo de pérdida visual, a menos que

vayan acompafadas de anomalias pigmentarias 72°.

Las drusas medianas son depositos focales blanco amarillentos bien definidos a nivel del

EPR que miden entre 63 y 125 mm. Este tipo de drusas se incluyen en la DMAE intermedia.
Si no se asocian a anomalias pigmentarias, solo aumentan ligeramente el riesgo de progresion
a DMAE avanzada a los 5 afios, pero este riesgo alcanza el 10% cuando se observan

anomalias pigmentarias en ambos ojos .
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Figura 2. Drusas medianas en polo posterior.

Las drusas grandes o drusas blandas, son lesiones profundas de la retina, peor definidas y

blanco amarillentas, que miden mas de 125 mm de diametro. Son las definidas en la DMAE
tardia o avanzada, tanto de atrofia geografica como de la forma neovascular o exudativa. Al
ir creciendo y hacerse méas abundantes, su coalescencia puede dar lugar a una elevacion
localizada del EPR o desprendimiento drusenoide del EPR. La presencia de drusas grandes
en ambos 0jos se asocia a un 13% de riesgo de progresion a DMAE avanzada a los 5 afos,
pero, si ademas hay anomalias pigmentarias bilaterales, el riesgo se incrementa hasta cerca

del 50%>17%,
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Figura 3. Drusas grandes confluentes en polo posterior.

1.5.2. DMAE avanzada- Atrofia Geogréfica

Clasicamente la DMAE se dividia en dos tipos principales: la DMAE seca y la DMAE
exudativa®®. La atrofia geografica (AG) es la fase avanzada de lo que clasicamente se definia
como DMAE seca. Hoy en dia, existen algunos autores que proponen emplear el término
«DMAE seca» a la AG y no a estadios precoces de DMAE . La DMAE seca es la forma
mas frecuente de DMAE vy representa en torno a un 90% de los casos diagnosticados. Su
caracteristica principal es la atrofia progresiva del EPR. Se caracteriza por la presencia de
drusas y deterioro de los FTR, el EPR vy la coriocapilar en la zona macular®. Hablamos de
AG cuando existen mas de 175 micras de diametro con pérdida total de la retina, EPR y
coriocapilar. Incluyen en torno a un 10-15% de las DMAE avanzadas. La agudeza visual se

suele afectar de forma mas lenta y con menor severidad que en la DMAE neovascular 27,
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Figura 4. DMAE geogréfica sin afectacion central.

Sin embargo, si la atrofia incluye la parte central de la fovea, en cuyo caso hablamos de AG
central (10% de los pacientes), la vision puede caer a 0,1 o peor %. Los pacientes con AG
central, suelen tener zonas bien delimitadas de atrofia del EPR y de la coriocapilar, asi como

asociar cambios pigmentarios o drusas que rodeen las placas de atrofia *1°.

Figura 5. DMAE geogréfica con afectacion central.
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1.5.3. DMAE avanzada- DMAE neovascular, himeda o exudativa

Es mucho menos frecuente que la anterior, pero puede progresar mas rapido a una pérdida
grave de vision 6. La DMAE exudativa se define por la presencia de Neovascularizacion
Coroidea (NVC); esto es, la aparicion andomala de una estructura formada por neovasos de
origen coroideo, con tendencia a desarrollar un crecimiento progresivo en el area macular.

Incluye a un 85-95% de las DMAE avanzadas, y a un 10% del total de las DMAES 1628,

Figura 6. DMAE exudativa con hemorragia en area macular.

La NVC produce extravasacion de sangre, células inflamatorias y exudados de contenido
lipidico. Como parte de su maduracion, la membrana neovascular (MNV) puede evolucionar
hacia una fase de inactividad que conlleva a la formacion de una cicatriz fibrovascular

disciforme con una grave afectacion de la vision central?®,
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1.6. FACTORES DE RIESGO

1.6.1. Concepto de biomarcador

El National Institute Health (NIH) definié biomarcador como aquellas caracteristicas
bioldgicas, antropométricas, bioquimicas, fisiologicas. .. objetivamente medibles, capaces de
identificar procesos fisiologicos o patoldgicos, o bien una respuesta farmacoldgica a un
tratamiento?®3!. La aplicacion de los biomarcadores de la DMAE se centra en identificar
factores de riesgo de la enfermedad, tanto desarrollando estudios para screening y
diagnostico, asi como usando esta informacion para aplicaciones en el prondstico y guias de

actuacion terapéuticas®®3L,

La DMAE es una enfermedad de etiologia multifactorial y no completamente clara, pero se
ha visto que juega un papel importante la interaccion entre una serie de factores genéticos y
ambientales, de los cuales la edad es considerado como el Unico factor de riesgo
universalmente aceptado®2°34, A continuacion expongo los factores de riesgo mas

estudiados:

1.6.2. Sociodemograficos

Edad

La edad es el factor de riesgo mas importante en la DMAE: todos los estudios realizados, han
demostrado que tanto la prevalencia, incidencia y la progresion de la enfermedad aumenta

seguin lo hace la edad??*-3*, Como se explicara mas en detalle posteriormente, con la edad
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se produce un deposito focal de detritus acelulares entre el EPR y la membrana de Bruch, asi
como cambios en el grosor o en la composicién de esta membrana, que son esenciales para
su buen funcionamiento® 3. Asi mismo, con la edad se produce una alteracion de los vasos
coroideos, con una hipoxia secundaria y la produccion de VEGF, responsable de la aparicion

de neovasos®.

Raza

Estudios como el Baltimore Eye Study, el grupo AREDS vy los estudios de Bressler® % han
visto que existe una mayor prevalencia de DMAE en poblacion caucésica frente a la raza
negra o la poblacion hispana, encontrando prevalencias de 54% en poblacion caucasica, 4.6%
en chinos, 4.2% en hispanos y un 2.4 % en raza negra®’. Se piensa que podria deberse a un
efecto protector de la melanina de la coroides, ya que por un lado, absorbe los rayos luz que
dafian la retina, y por otro, se le atribuye un efecto antioxidante?®*’. Ademas, la evidencia
cientifica sugiere que los pacientes de raza caucasica son mas proclives a terminar
desarrollando una forma de DMAE maés grave, mas sintomética y con mayor progresion de

la enfermedad*.

Recientemente se ha demostrado que existe una asociacion estadisticamente significativa
entre el alelo Y402 del gen del factor H del complemento (CFH) y la frecuencia de aparicion
de este alelo en chinos y en hispanos. No ocurre esto en poblacion negra. Se postula que
podria deberse a otros factores genéticos todavia no estudiados o a diferencias en factores

ambientales que impliquen un factor protector frente a la DMAE*,
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Sexo

Son numerosos los estudios que han demostrado que las mujeres presentan un mayor riesgo
de presentar DMAE frente a los varones*®, como el Blue Mountains Eye Sudy, el Beaver
Dam Eye Study "8 el EUREYE? o el AREDS?. Sin embargo, esta asociacion resulta

inconsistente, requiriendo la realizacion de mas estudios al respecto®.

1.6.3. Oculares

Color de iris

Niveles elevados de melanina en el ojo pueden ser protectores contra el dafio oxidativo
inducido por la luz sobre la retina, siendo los iris claros un factor de riesgo en el desarrollo

de DMAE. Sin embargo, los resultados de los estudios publicados al respecto son inconclusos

7,11,15

Error refractivo

Muchos estudios observan una correlacion entre MAE e hipermetropia, aunque esta

asociacion es débil y se ha relacionado mas con la forma temprana de la DMAE 394748,

Catarata y cirugia de catarata

Los resultados de los estudios que relacionan la DMAE con la catarata y la cirugia de catarata

son inconsistentes.
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En el Estudio BDES, se observo que la cirugia de catarata se asociaba con un riesgo méas
elevado de DMAE avanzada “**!. Se cree que el cristalino bloguea la luz ultravioleta
perjudicial, y que los cambios inflamatorios secundarios a la cirugia, la afaquia y la cirugia
extracapsular, son responsables de este incremento en el riesgo de evolucion®®>t, En el
estudio AREDS Il no se encontro tal asociacion, pero observo que todos los estadios de

DMAE mejoraban significativamente de agudeza visual al ser intervenidos®®>2,

Relacion excavacion/papila

El Eye Disease Case-Control Study (EDCCS) demostr6 que una mayor relacion

excavacion/papila tenia menor riesgo de padecer DMAE exudativa®.

1.6.4. Factores ambientales

Como he explicado previamente, la DMAE es una enfermedad multifactorial en la que se
cree que hay influencia de factores ambientales y factores genéticos. 2>**. Ademas, ambos

factores pueden verse influenciados por cambios epigenéticos como estudié Hutchinson®,

Tabaco

El tabagquismo es el factor de riesgo ambiental en el que se ha encontrado una mayor fuerza
de asociacidn con el desarrollo de DMAE en cualquiera de sus variantes asi como con una
aparicion de la enfermedad a edades mas tempranas en pacientes fumadores®>>*%8, El

mecanismo implicado no esta del todo claro, pero si se ha demostrado la asociacién entre
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componentes del tabaco y de su metabolismo con factores implicados en la DMAE, como

sera explicado mas adelante.

Consumo de alcohol

La evidencia hasta el momento sugiere que no existe una asociacion entre el consumo de

alcohol y el desarrollo o progresion de DMAE?.

Factores nutricionales

Son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto la importancia de la dieta en el
riesgo de desarrollo y progresion de la DMAE2%5°, Un alto consumo de grasas animales en
la dieta presenta un mayor riesgo de progresion de la enfermedad. Sin embargo, una dieta
rica en pescados supondria un efecto protector. Esto es debido a que los acidos grasos omega
3 del pescado, forman parte de la membrana celular de los FTR de la retina, estimulando asi

la sintesis de glutation, molécula con efecto antioxidante a nivel intracelular.

Por otro lado, una dieta rica en luteina, reduciria el riesgo de padecer DMAE neovascular en
torno a un 40%. La luteina se trata de un carotenoide presente en las plantas de hoja verde.
Este compuesto, se deposita en la retina, actuando como un filtro bioldgico protegiendo de
la luz. Ademas, la luteina es precursora de la zeoxantina, teniendo ambas un efecto

antioxidante®%,

Los estudios AREDS 1 y 2, se centraron en estudiar la eficacia de los suplementos

nutricionales en la DMAEZ®, El estudio AREDS 1, sefialdé como los suplementos

65

Introduccidn



nutricionales de antioxidantes (betacarotenos, vitaminas A, C y E) y minerales (80 mg de
zinc y cobre para prevenir la deficiencia de cobre inducida por el cinc) a dosis altas, se
mostraban eficaces en frenar la progresion de la enfermedad en pacientes con DMAE
avanzada, pero no ejercieron efectos significativos DMAE ausente o precoz inicialmente >,
El estudio AREDS 2, continuacién del AREDS1, se disefi6 para ajustar las dosis de
betacaroteno y zinc, y también para determinar si otros suplementos podian mejorar los
resultados?®38. La explicacion de los objetivos de estudio de este nuevo ensayo, fueron, por
un lado, que las dosis altas de zinc pueden asociarse a problemas del tracto genitourinario, y
a la presencia de datos que apuntaban a que la dosis maxima absorbible de zinc es de 25
mg®. Por otro lado, el betacaroteno es un factor de riesgo que aumenta la incidencia de
cancer de pulmén en fumadores y exfumadores®. De esta manera, el AREDS2 concluy6 lo

siguiente:

Los carotenoides luteina y zeaxantina son una alternativa segura al betacaroteno, siendo
probablemente mas eficaces (posible reduccion del riesgo de DMAE avanzada un 18%
mayor que la obtenida con la pauta del AREDS1)?*28, La adicion de luteina y zeaxantina al
régimen del AREDS1 solo se asocio a una reduccion estadisticamente significativa del riesgo
de DMAE (26%) en pacientes en los que la ingesta dietética de estas no fuera previamente
elevada. La adicion de acidos grasos omega-3 al régimen no mejoré los resultados?®28, La
reduccion de la dosis de cinc no condujo a un empeoramiento del pronostico, pero si es

probable que se asocie a menor incidencia de los efectos secundarios®>%,

A modo de resumen, los suplementos diarios recomendados segun el AREDS?2 serian:

Vitamina E (400 UI); Vitamina C (500 mg); Luteina (10 mg); Zeaxantina (2 mg); Cinc (25-
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80 mg: la dosis menor puede ser igual de eficaz) y Cobre 2mg: puede no ser necesario con la

dosis menor de cinc.

Sin embargo, estos estudios han sido realizados en Estados Unidos, donde los héabitos
nutricionales son muy diferentes y con dosis de antioxidantes en su dieta mucho menor a la
dieta mediterranea. De esta manera, la extrapolacién de los resultados a la poblacion espafiola

habria que hacerla con cautela®.

Actualmente, los suplementos nutricionales propuestos por los estudios AREDS y AREDS2
son los Unicos que sostienen una evidencia cientifica en la reduccion del riesgo de progresion

de la DMAE®,

Obesidad

Son numerosos los estudios realizados que han comprobado una asociacién significativa
entre la realizacion de ejercicio vigoroso y la reduccion del riesgo en el desarrollo de DMAE;
asi como una asociacion inversa entre el cociente cintura/cadera y el riesgo de DMAE®*6L, A
pesar de que los resultados sean contradictorios entre algunos estudios, parece ser que la
obesidad estd asociada a un mayor riesgo de desarrollo de DMAE. Ademaés, se ha

comprobado que esta asociacion seria mas fuerte en varones que en mujeres 3461,

Exposicion a la luz solar

La bibliografia existente acerca de la asociacion entre la DMAE y la exposicion a la luz solar

es contradictoria 2. Evaluar la exposicion solar de cada individuo es muy complejo de
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cuantificar, lo que explica que los resultados obtenidos en los diferentes estudios y paises

sean discordantes’6%93,

1.6.5. Factores cardiovasculares

La teoria vascular de la DMAE, postulada por Friedman, establece que tanto la aterosclerosis
como un exceso de lipidos en sangre, producirian un incremento de la resistencia al flujo
sanguineo de la coroides, con la consiguiente alteracion del metabolismo del EPR. Este
mecanismo seria el responsable de la aparicién de drusas y de cambios pigmentarios en la
retina, y como consecuencia, de la DMAE!®4®, Basandose en estos supuestos, diferentes
estudios han analizado diferentes factores de riesgo cardiovascular como la hipertensién
arterial (HTA), el colesterol, la diabetes o la arterioesclerosis, sin haber podido confirmar de

manera clara su relacion con el desarrollo de la DMAE.

Hipertension arterial

La relacion entre la DMAE y la HT A es objeto de controversia. Como se verd a continuacion
de manera mas exhaustiva, a pesar de que numerosos estudios sugieran una asociacion
significativa entre la HTA y la DMAE, la relacion es compleja y no se trataria de una simple

relacion causa-efecto®'°.

Niveles de colesterol e ingesta de grasa en la dieta
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Los niveles de colesterol sérico pueden estar relacionados con la DMAE exudativa, habiendo
sido postulada una asociacion entre la DMAE y la ateroesclerosis, asemejando la

fisiopatologia de ambas®.

Diabetes e hiperglucemia

De momento no existe una relacion clara ente diabetes y DMAE, ya que la mayor parte de

los estudios excluyen a los diabéticos®’.

Factores hormonales y reproductores

Existen datos que apoyan la existencia de un pequefio efecto protector del tratamiento
hormonal en la DMAE, pero las relaciones en el embarazo y menopausia son desiguales en

los estudios realizados hasta el momento®2.

1.6.6. Factores genéticos

Se ha demostrado que el factor genético tiene una influencia determinante. Aunque hasta
ahora se han identificado numerosos genes implicados, los principales son CFH, C3, C2,
ARMS2, FB, CFHR4, CFHR5 y F13B. EIl polimorfismo CFH Y402H es el que estd mas
estrechamente asociado con la enfermedad. La proporcién de portadores de este
polimorfismo en individuos de raza blanca es del 39%, en individuos de raza negra es del
31% y en pacientes asiaticos del 7%. Por motivos gque todavia se desconocen, la prevalencia

de DMAE es mucho mas alta en la raza blanca que en la raza negra®*°.
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La importancia del componente genético, ha propiciado en los ultimos afios el desarrollo de
numerosos estudios y de pruebas genéticas para, junto con los datos del fenotipo, ayudar a
evaluar el riesgo de desarrollo, progresion y prediccion de respuesta al tratamiento de la

enfermedad. Dedico més adelante un apartado a este tema.

1.7. FISIOPATOLOGIA DE LA DMAE EXUDATIVA

La DMAE exudativa se caracteriza por la existencia de neovascularizacion coroidea (NVC),
generalmente, en el area macular. La NVC se genera por un proceso de angiogénesis, es
decir, de formacion y maduracion de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos ya existentes,
a partir de vasos coroideos’ 4. La NVC puede aparecer en diversas enfermedades oculares,

y suelen deberse a un deterioro de la funcion de la membrana de Bruch y/o del EPR™74,

En cuanto a la membrana de Bruch, su integridad es vital en el desarrollo de la DMAE
exudativa, ya que habitualmente, los neovasos de la coriocapilar penetran a través de una
membrana de Bruch interrumpida, llegando al espacio sub-EPR, y al espacio subretiniano’™
74, Esta alteracion en la continuidad de la membrana de Bruch, se puede deber a causas
exogenas (ruptura mecanica) o causas endégenas (como exceso de proteolisis 0 reaccion

inmune excesiva con activacion del complemento)”74,

En cuanto al EPR, diversas alteraciones en esta capa serian las responsables de diferentes
mecanismos fisiopatologicos en el desarrollo de la NCV. Por un lado, se produciria
acumulacion progresiva de lipofuscina, conduciendo a la apoptosis de las células del EPR y

a un mayor deterioro de la funcion del EPR*4. Y por otro, la lipofuscina favorece la
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atraccion de macrofagos y otras células proinflamatorias, con lo que se provoca una respuesta
autoinmune local que conduce a una inflamacién cronica, siendo un proceso intimamente

ligado a la angiogénesis en la DMAE exudativa’ ",

Estos macrofagos secretan enzimas proteoliticas que erosionan la membrana de Bruch,
facilitando la migracion de los neovasos coroideos. Y ademas, favorecen la aparicion de otras
moléculas de la cascada de inflamacion como son factores del complemento (C3ay C5a) o
citoquinas como la interleukina-1, que inducirian la angiogénesis mediante un aumento de la
expresion de factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGF-A)"2. Se sabe la importancia
de la promocién e inhibicion del crecimiento de los vasos sanguineos mediada por citoquinas,
sobre todo el VEGF, ahora conocido como VEGF-A. Recientemente se han identificado otros
genes relacionados como el VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D vy el placental growth factor
(PIGC). Sin embargo, el papel de estos ultimos genes en el proceso de angiogenesis es mas

controvertido’?.

VEGF-165 es la principal isoforma, y es mediador principal de la neovascularizacion ocular,
siendo un potente mitdgeno de células endoteliales y un factor favorecedor de la
permeabilidad vascular. El principal impulsor de la expresion del VEGF-A en el ojo es la
hipoxia, debido a que este gen contiene una secuencia que se une al factor inducido por
hipoxia 1 (HIF1)">’®. El VEGF se une a 3 receptores tirosin quinasa de las células
endoteliales muy relacionados entre si (VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3), siendo el VEGFR2
el principal mediador en los procesos patoldgicos Ilevados a cabo en el 0jo”. La union del
VEGF-A a sus receptores, favorece la proliferacion y la exudacion vascular. Ademas, se sabe

que incrementa los niveles de metaloproteinasas, favoreciendo la ruptura del ECM. Se cree
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que también desempefian un papel importante otros mediadores inhibidores, como el factor
derivado del epitelio pigmentario (PEDF) y el CFH. Parece que podrian reclutarse células
progenitoras endoteliales suplementarias desde reservorios sistémicos, potenciando el

crecimiento del complejo neovascular’®®,

En condiciones normales, las células endoteliales de los vasos coroideos, son resistentes a
los estimulos angiogénicos; sin embargo, en la DMAE concurren situaciones patolégicas de
hipoxia, isquemia o inflamacion que inclinan la balanza hacia la sefial proangiogénica. De
esta forma, la existencia de alteraciones previas o la disfuncion del EPR generan un ambiente
que propiciaria el inicio de la angiogénesis®®!, Estos mecanismos pueden ser secundarios a
un proceso degenerativo, inflamatorio, traumatico o neoplasico, sin embargo, la DMAE es la

causa mas frecuente, sequida de la degeneracion midpica’.

A modo de resumen, podria decirse que la patogenia de la DMAE exudativa es un proceso
complejo en el que un ambiente ocular de estrés oxidativo desencadena un aumento de
moléculas inflamatorias y proangiogénicas que desencadenan una cascada angiogénica

responsable de la formacion de la NVC, encontrando en su fisiopatologia.

1.8. DIAGNOSTICO DE LA DMAE

1.8.1. Anamnesis

El diagnostico de la DMAE se realiza mediante una exploracion oftalmoldgica completa, que
comienza por una anamnesis detallada en la cual prestaremos atencion a los sintomas que refiere el

paciente. A continuacién, realizaremos la toma de la agudeza visual y una exploracion del fondo de
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ojo tras dilatacion farmacolégica. Para hacer un diagnéstico grosero, contamos con la rejilla de

Amsler?23,

1.8.2. Agudeza visual

La agudeza visual (AV) lejana esta relacionada con el minimo angulo de separacion entre dos objetos
gue permita percibirlos como diferentes. La AV lejana suele medirse con la correccion refractiva del
paciente, bien con sus gafas o sus lentes de contacto. Primero debe explorarse el 0jo con peor vision,
mientras se tapa el otro. Puede ser medida con diferentes escalas. Las més empleadas son la escala de
Snellen y la escala logMar. En la practica clinica habitual, suele emplearse la escala de Snellen, que
presenta letras o simbolos negros (optotipos) de diferentes tamafios sobre un fondo blanco. Las
escalas logMAR solventan algunas de las deficiencias de la escala de Snellen, y son el método

estandar para medir la AV en estudios de investigacion y cada vez se usan mas en la practica clinica.

1.8.3. Rejilla de Amsler

Para controlar a aquellos pacientes con riesgo significativo de NVC, se les debe dar una rejilla
de Amsler para vigilarse regularmente en casa. La rejilla de Amsler evalGa los 20° del
campo visual centrados en la fijacion, y se utiliza principalmente para la deteccion y
seguimiento de maculopatias, pero también demostrara defectos centrales del campo visual

de otro origen.
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Figura 7. Rejilla de Amsler.

1.8.4. Sintomas de la DMAE

En los estadios mas iniciales de la enfermedad, la DMAE suele ser asintomatica y ser un

hallazgo casual en una exploracion funduscépica de rutina®?.

Uno de los sintomas mas frecuentes es la metamorfopsia, o vision borrosa y distorsionada de
las imagenes, sobre todo de las lineas rectas?:?*%2, Es frecuente que el paciente presente
problemas de adaptacion a la oscuridad, como mala vision en penumbra y persistencia de
postimagenes. Por eso, sobre todo en fases iniciales, leer con gran foco de luz es de gran
ayuda?-2382_ |a vision cromatica puede estar alterada, pero generalmente de manera poco
acusada. También puede existir alteracion de la percepcion del tamafio de las imagenes,
viéndolas aumentadas o disminuidas (macropsia y micropsia) respectivamente, pero suele

ser un sintoma poco frecuente®.
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Cuando la enfermedad va progresando, la agudeza visual va disminuyendo hasta alcanzar la
ceguera legal (0.1)%2382_En las fases mas avanzadas de la enfermedad, el paciente afecto de
DMAE suele presentar un escotoma positivo central que le impide realizar tareas de la vida
diaria como son leer, ver la hora en el reloj, marcar los nimeros de teléfono o reconocer las

caras?3,

En la DMAE atrofica, este declive visual suele ser mas lento y progresivo a lo largo de los
afios, mientras que en la DMAE neovascular, la clinica progresa rapidamente en pocas

semanas 0 meses?23,

A diferencia de otras enfermedades, la DMAE conserva el campo visual periférico, hecho
que permite a los pacientes conservar autonomia en la deambulacion y en aquellas
actividades que no requieran una gran precision visual?*2%. Si bien hay que recordar que
existen pacientes con variables de la enfermedad con tendencia a producir hemorragias, que

afectarian a la vision de todo el campo visual®*%,

En estadios terminales de la enfermedad, puede aparecer lo que es conocido como sindrome
de Charles Bonnet, que consiste en alucinaciones visuales complejas y estereotipadas que el
paciente reconoce como irreales. Es frecuente que no manifiesten estos sintomas por

vergiienza, o por miedo a que se les atribuya un deterioro cognitivo?-2382,

1.8.5. Signos en la DMAE. Hallazgos en exploracion funduscopica
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Los hallazgos que podemos encontrar en la exploracion de fondo de ojo en los diferentes

tipos de DMAE podrian resumirse dentro de los que se exponen a continuacion:

1.8.5.1. DMAE precoz e intermedia

Drusas duras: como se ha introducido anteriormente, representan la fase mas precoz de la

DMAE atréfica.

Desprendimiento drusenoide del EPR: como resultado de la coalescencia de drusas blandas,

que en ocasiones simula la forma de un desprendimiento del EPR.

Acumulos de pigmento: indican mas severidad de las lesiones y se observan con frecuencia

adyacentes a las drusas blandas.

Drusas calcificadas: drusas blandas en fase de reabsorcién por degeneracion parcial de las

células del EPR localizadas sobre ellas.

1.8.5.2. DMAE avanzada-atrofia geografica

Placas circulares u ovales de atrofia del EPR de al menos 175 micras, producidas por
degeneracion de las células de EPR sobre las drusas, con ausencia de EPR o
hipopigmentacion. Dentro de estas placas de atrofia, pueden ser visibles los grandes vasos
coroideos y desaparecer las drusas preexistentes. Rara vez puede aparecer NVC en un area

de AG®.
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1.8.5.3. DMAE avanzada- DMAE exudativa®

NVC: puede identificarse como una lesion gris verdosa o rosa amarillenta.

Drusas medianas o grandes en el mismo o el ojo contralateral.

Liquido subretiniano localizado, a veces con edema macular quistico.

Deposito de lipidos intrarretinianos y subretinianos, que puede ser muy intenso.

Es frecuente la hemorragia, intraretiniana, subretiniana o sub-EPR.

Puede asociarse a un DEP seroso, fibrovascular, drusenoide o hemorragico.

Cicatrizacion retiniana vy subretiniana (cicatriz disciforme) en una lesion evolucionada o tras

el tratamiento.

1.9. TECNICAS DIAGNOSTICAS COMPLEMENTARIAS

Hasta la aparicion de la tomografia de coherencia dptica (OCT), la técnica princeps para el

diagnostico de las diversas formas de DMAE era la angiografia con fluoresceina (AGF).

En el caso de la DMAE atrofica, el diagndstico se realiza en base a la exploracion
funduscopica. El hallazgo de cualquiera de los signos descritos previamente, es suficiente
para establecer el diagndstico. S6lo en aquellos casos con desprendimientos drusenoides del
EPR se aconseja descartar la presencia de una NVC. Para ello, serian Gtiles la AGF asi como

el estudio con OCT. Algunos autores recomiendan realizar una angiografia con verde de
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indocianina (AVI) para descartar una MNVC oculta. El empleo de la Autofluorescencia (AF)
permite delimitar con mayor precision los limites de la lesion del EPR y en ocasiones nos

permite predecir si hay una tendencia a la progresion de la lesion atréfica.

Sin embargo, en el caso de la DMAE neovascular estas técnicas de imagen son utilizadas de
manera rutinaria y resultan de gran utilidad en el diagndstico, pronéstico, seguimiento y con

fines terapéuticos.

1.9.1. Angiografia fluoresceinica del fondo de ojo

La prueba de AGF consiste en el estudio del paso de fluoresceina a través de las circulaciones
retiniana y coroidea tras su inyeccion intravenosa. La fluoresceina es un colorante naranja
hidrosoluble que, tras su inyeccion intravenosa, permanece principalmente en el espacio

intravascular unida a proteinas plasmaticas > 70%. A las 24-36 h es excretada por la orina®,

El mecanismo por el que la AGF es de utilidad es debido a la fluorescencia de ciertas
moléculas de la retina. La fluorescencia es una propiedad por la cual emiten luz de una
longitud de onda mayor cuando se estimulan con una luz de menor longitud de onda. El pico
de excitacion para la fluoresceina es de unos 490 nandémetros (en la parte azul del espectro),
que es la longitud de onda de maxima absorcion de energia luminosa para este colorante®,

Las moléculas estimuladas emiten una luz amarillo verdosa de alrededor de 530 nm.

Los vasos coroideos principales son impermeables a la fluoresceina, tanto libre como unida

a proteinas plasmaticas. Sin embargo, las paredes de la coriocapilar contienen fenestraciones
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a través de las que las moléculas no unidas a proteinas pueden escaparse hacia el espacio
extravascular y cruzar la membrana de Bruch. Al alcanzar el EPR, estas moléculas son
blogueadas por los complejos intercelulares denominados zonas de oclusion o zonula

occludens, que corresponden con la barrera hematorretiniana externa®84,

Por otro lado, existe también una barrera hematorretiniana interna, que estd compuesta por
las zonas de oclusidn entre las células endoteliales de los capilares retinianos, que no pueden
ser atravesadas por la fluoresceina libre ni unida a proteinas. La alteracion de esta barrera

permite el escape de fluoresceina libre y ligada al espacio extravascular®,

En la DMAE atrofica, debido a las areas atroficas, se produce una falta de bloqueo de la
fluorescencia coroidea de fondo, dando lugar a un efecto ventana si la coriocapilar

subyacente permanece intacta. La esclera expuesta puede ademas mostrar tincion tardia®®-8°,

La AGF se utilizaba anteriormente para diagnosticar la NVC y planificar y seguir la respuesta
a la fotocoagulacion con laser o la terapia fotodinamica. Sin embargo, hoy en dia, ya
disponemos de los farmacos ANTI-VEGF que permiten mejorar la agudeza visual de los
pacientes con DMAE exudativa independientemente del tipo de membrana que

presenten®384,

Indicaciones de AGF

Actualmente, las indicaciones de realizar una AGF serian:

79

Introduccidn



-Diagnostico de NVC antes de iniciar el tratamiento con anti-VEGF en el momento del
diagndstico. Por un lado, debido a su valor en la estimacion prondstica, ya que las membranas
clasicas son méas agresivas que las membranas ocultas. Y por otro lado, para planificacion
terapéutica, ya que se podria retrasar el tratamiento de una MNV oculta sin signos de

actividad (que no tuviera pérdida de agudeza visual ni sangrado) 8485,

-Como complemento para el diagnostico de la Vasculopatia Coroidea Polipoidea Idiopatica

y la Angiomatosis Retiniana Proliferante®®,

-Excepcionalmente para localizacion de la fotocoagulacion extrafoveal o como guia para la

TFD.

La AFG nos aporta informacion sobre el estado de perfusion y el crecimiento de la NVC, nos
informa sobre el estado de la barrera hematorretiniana, también define el tipo de NVC
(clasica u oculta), su composicién (predominantemente clasica o minimamente clésica, u
oculta), su comportamiento (si esta bien o mal definida), asi como la localizacion de la NVC

respecto a la zona avascular de la fovea® 8485,

Clasificacion de MNV segun estudio mediante AGF

En este sentido, clasifica las MNV como:

Subfoveales. Afectan al centro de la fovea.

Yuxtafoveales. Entre 1y 200 micras del centro de la fovea.
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Extrafoveal. A méas de 200 micras del centro de la fovea.

Yuxtapapilar. Adyacente al disco oOptico.

La terminologia empleada para describir la NVC atendiendo a su aspecto angiogréafico deriva

del Macular Photocoagulation Study (MPS), que las clasifican como:

NVC clasica: el 20% de las NVC. La mayoria de las NVC de este tipo son subfoveales. La
membrana clasica puede determinarse clinicamente por la presencia de una lesién de color
grisaceo, generalmente acompafiada de hemorragia, que puede tener incluso un verdadero
halo hemorragico en la angiografia, con bordes bien definidos. Se corresponde con las MNV
tipo 2 segun la clasificacion mediante OCT®-8". En los periodos precoces el borde se ve bien
definido y después se va produciendo un llenado progresivo de la membrana que adquiere
un aspecto como de rueda de carro o un patrén en encaje. En las etapas tardias de la AFG, se
produce exudacion hacia el espacio subretiniano durante 1-2 minutos, por lo que los bordes
de la membrana se pierden un poco por el llenado del colorante®®®’. Sin embargo, existen
otros hechos que pueden oscurecer los bordes de una membrana neovascular clésica,
haciendo que se acompafie de focos hipofluorescentes como pueden ser la presencia de
sangre; el bloqueo de la fluoresceina debido a hiperplasia del EPR o por tejido fibroso; y por

altimo debido a desprendimientos serosos del EPR887,

NVC predominantemente 0 minimamente clésica: en las que puede predominar un

componente u otro, por lo que se habla de membrana predominantemente clasica o
minimamente clésica, en aquella con un componente clasico mayor o menor del 50% de la

lesion total, respectivamente®-88,

81

Introduccion



NVC oculta: el tipo de NVC maés frecuente (80%). El gran problema se presenta cuando la
membrana no se logra definir con la angiografia. Las membranas neovasculares ocultas son
aquellas en las que clinicamente se sospecha que existe una membrana neovascular, porque
hay un gran componente hemorragico o exudativo, pero la AFG es incapaz de mostrar un
patron definido de filtracion®-88, Corresponden con las MNV tipo 1 segun la clasificacion

determinada por la OCT, como se explicara a continuacion.

Sus variantes serian el DEP fibrovascular y la exudacion tardia de origen indeterminado.

El DEP fibrovascular, se aprecia en tiempos tempranos (1-2 primeros minutos) como una

elevacion irregular del EPR acompafiado de un punteado irregulares hiperfluorescentes. Los
bordes de la membrana pueden o no presentar escape en fases tardias: puede que se
enmarquen como una coleccidn del contraste dentro del tejido fibrovascular o que se diluyan

en el espacio subretiniano sobre el complejo fibrovascular84#°,

La Exudacion Tardia De Origen Indeterminado (ETOI), se caracteriza por la presencia de

escape tardio de la fluorescencia de una fuente no determinada, que indica el escape tardio
coroideo sin identificarse una NVC clasica o un complejo fibrovascular. Generalmente se
observa como una mancha de bordes imprecisos hiperfluorescente que se diluye en el espacio

sub-retiniano delimitado por esta mancha®,

Dentro de las membranas ocultas, hay descritas dos entidades que han cobrado identidad

propia:
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Angiomatosis Retiniana Proliferante (RAP): Se trata de una enfermedad neovascular que
podria ser una variante de DMAE siendo inicialmente intraretiniana, para extenderse al
espacio subretiniano y establecer anastomosis retinocoroidea®®°. Se ha propuesto el término
de neovascularizacion de tipo 3 para este cuadro. La enfermedad suele ser bilateral y
simétrica, y probablemente muchas veces no se diagnostica; podria representar el 10-20% de
los casos de DMAE neovascular en raza blanca®*®°. Se manifiesta como una NVC, pero
con mas frecuencia de DEP y exudados. También son mas comunes las hemorragias, que
tienden a ser superficiales y multiples. Encontraremos también caracteristicamente drusas
reticulares y una coroides adelgazada. Tiene una buena respuesta a los anti-VEGF, pero una
alta tasa de recidiva. Suele derivar en una atrofia geografica de manera frecuente, y es posible
que ocurra una ruptura del EP como consecuencia de grandes DEPs®. La AGF suele ser
similar a la de la NVC oculta o0 minimamente clasica, pero puede mostrar hiperfluorescencia
intrarretiniana focal. Encontraremos un punto caliente correspondiente a la MNV
intraretiniana, y anastomosis retino-retinianas. La AVI es diagndstica en la mayoria de los

casos™.

Vasculopatia Coroidea Polipoidea Idiopatica (VCPI). También llamada DAL, o dilataciones

aneurismaticas tipol. Al igual que la RAP, para muchos autores se trata de una variante de
la DMAE neovascular®>®2, De manera caracteristica, es mas frecuente en asiaticos (50%), y
vamos a encontrar bajos niveles serolégicos de VEGF. Podemos encontrarla en dos picos de
edad: bien en pacientes ancianos, clasificandola dentro de las DAL, o bien en pacientes
menores de 50 afios, englobandola dentro del grupo de enfermedades paquicoroideas®®2, Se
caracteriza por una serie de dilataciones vasculares polipoideas en la coroides que se asocian

a cuadros repetidos de sangrado subretiniano y exudacion. A menudo se pueden ver los
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bulbos terminales o polipos, como nddulos rojo anaranjados o “manchas rojas” bajo el EPR
en el &rea peripapilar o macular. A veces podemos encontrarlos en la periferia, pero es mas
raro. Es frecuente que ocurran desprendimientos serohemorragicos de retina y del EPR
recidivantes. También es frecuente la presencia de exudados lipidicos. La evolucion suele ser
mas larvada, y puede haber un lento deterioro con sangrado y exudacion intermitentes, que
da lugar a lesién macular y pérdida de vision. Hasta un 50% de los pacientes que padecen
VCPI, pueden evolucionar favorablemente, con resolucion de la exudacion y las

hemorragias®%,

Figura 8. Retinografia en color en la que se pueden ver “manchas rojas” correspondientes a

los polipos y exudacion lipidica circundante.

Al igual que la RAP, suele ser bilateral, pero tiende a ser asimétrica. Es una patologia
frecuente, y la presencia de una hemorragia ostensible en area macular, debe hacernos pensar
en ella, sobre todo en ausencia de drusas y en pacientes relativamente jovenes y de raza

asiatica®®2. En la AFG, veremos una imagen de rezume mal definido (tipo 1). No es una
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prueba de imagen Util para el diagnostico de esta patologia, en la que la AVI es la prueba

fundamental®®.

Figura 9. AFG en un paciente con diagndstico confirmado de VCPI mediante AVI. Como se

ve en la imagen, la AFG no resulta til, ya que se limita a mostrar rezume mal definido.

1.9.2. Angiografia con verde de indocianina

El hecho de que las membranas ocultas no logren una buena definicion con la AFG ha llevado
a desarrollar nuevos métodos como la angiografia con verde indocianina (AVI) que, en
algunos casos, parece dar una mayor precision en la identificacion de estas lesiones®.

El verde indocianina es un colorante que se une en un alto porcentaje a las proteinas y que
emite y absorbe luz en el rango infrarrojo, entre los 805 y los 835 nandmetros. Las
caracteristicas de este colorante hacen que penetre mejor a través de las alteraciones

pigmentarias y los desprendimientos serohemorragicos, haciendo posible una distincion entre
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el componente seroso del vascular®,
Los estudios de Yanuzzi aportan que un porcentaje de las membranas ocultas en la AGF
pueden beneficiarse con el estudio con verde indocianina en casos en que la fluoresceina no

fue capaz®®°L.

Un caso aplicable de esta técnica, seria por ejemplo, un paciente con un desprendimiento
seroso central o un desprendimiento del EPR, el que se insinuase una lesion filtrante en la
AFG, pero no se definiera bien en los tiempos tardios, porque estd oculta por el
desprendimiento epitelial®*. En estos casos, la angiografia con verde indocianina permitiria
identificar una placa de mayor filtracion dentro de este desprendimiento del EPR, mas
definida que lo que permite la AFG.

Segun la AVI, las MNVC ocultas pueden ser de tres tipos morfologicos®*:

-La MNVC en placas, bien o mal definidas.

-El hot spot o punto caliente o punto focal.

-La MNVC sin patrdn, en las que podemos encontrar una combinacién de las previas.

Las lesiones se pueden localizar en el borde de la lesion, lo que se conoce como punto
marginal; encima de la lesion o punto sobresaliente; y a una distancia X de la lesion o punto

remoto.

Indicaciones de Angiografia con verde indocianina
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Las indicaciones principales de la AVI, serian fundamentalmente la VCP, en la que la AVI
es muy superior a la AGF, y en la RAP, en la que la AVI angiografia es también una

herramienta util para su diagnostico.

La VCPI, se manifiesta en la AVI como nédulos hiperfluorescentes y una red de grandes
vasos coroideos con hipofluorescencia alrededor en la fase precoz. Las dilataciones
polipoideas empiezan a exudar rapidamente. La zona circundante que previamente era mas
oscura, se vuelve hiperfluorescente en la fase tardia. En el caso de existir una agrupacion de

lesiones en forma de uva, puede comportar mayor riesgo de pérdida de vision grave®:92.959

En la RAP, la AVI muestra un punto caliente en secuencias intermedias o tardias y a menudo
se observa una arteriola retiniana nutricia y una vénula de drenaje «en horquilla» si estan

unidas®.

Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) exudativa.

La AGF convencional sigue siendo el método primario de evaluacion, pero la AVI puede ser

un complemento valioso, sobre todo si se sospecha VCP.

Sin embargo la AV presenta las siguientes ventajas respecto a la AGF:

Penetra a través de pigmentos oculares, como la melanina y el xantdfilo, asi como de
exudados y capas finas de sangre subretiniana, lo que hace que esta técnica sea mas adecuada
para visualizar la coroides. Ademas, la luz infrarroja se dispersa menos que la luz visible, lo

que hace que la AVI obtenga mejores resultados que la AGF en ojos con opacidad de
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medios®®%*, Ademas tiene una mayor sensibilidad para diagnosticar la NVC: seria de utilidad
en el caso de estar ante una hemorragia de poca densidad, liquido o pigmento que impidieran
una visualizacion adecuada mediante AGF*>%, Y distingue la NVC de otras enfermedades
que pueden presentarse de modo similar, sobre todo VCP, PAR y CSC. De hecho, esta prueba
es laidonea en el estudio de NVC oculta y la identificacion de los patrones caracteristicos de

la VCPI y la RAP%.

Figura 10. AVI en la que podemos ver un polipo en fondo de ojo de un paciente con
diagnostico de VCPI.

Por Gltimo, la delimitacion de la NVC oculta puede seguir siendo Gtil para alguna modalidad
terapéutica combinada y en aquellos pacientes que rechacen el tratamiento con inyecciones

intravitreas, sirviendo de guia en tratamiento con laser o terapia fotodinamica® %,
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1.9.3. Tomografia de coherencia optica

La tomografia de coherencia Optica (OCT) es una técnica de imagen no invasiva y sin
contacto que proporciona imagenes de alta resolucion de cortes transversales del polo
posterior. Aungue también se esta usando cada vez mas para el estudio del segmento anterior

(OCT-SA)¥. La OCT se basa en la interferometria de luz infrarroja.

La OCT de dominio temporal (TD-OCT) de alta definicidn, nos permite obtener imagenes
de alta calidad (6-9 mm). La mayoria de los aparatos existentes en la actualidad, usan
tecnologia de dominio espectral o Fourier (SD-OCT) en la que se elimina el movimiento
mecanico necesario para la adquisicion de imagenes usado por las maquinas mas antiguas de
dominio temporal. Ademas, acelera la adquisicion de datos y mejora la resolucion. Esto

permite realizar imagenes en tres dimensiones y mejorar la calidad de la imagen (10 mm)*%-

100

Recientemente, han aparecido en el mercado nuevas modalidades como la OCT swept-source
(OCT-SS), que permite adquirir imagenes a mucha mayor velocidad con resolucion
extremadamente alta de los elementos retinianos y mejor visualizacion en profundidad. Su
ventaja afiadida principal seria la definicion de la coroides y la coriocapilar con la opcién
"Enhaced Depth Imaging-EDI". Otra novedad, la Ilamada dptica adaptativa, permite corregir

las aberraciones Opticas de orden superior para mejorar considerablemente la resolucion®-

100
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Una técnica novedosa es la Angio-OCT (OCTA). La OCT-A es una nueva técnica no
invasiva que une las ventajas de la OCT y la angiografia convencional. Tiene la ventaja de
no necesitar contraste intravenoso para su realizacion!®-1%, permite estudiar por separado la
vascularizacion del plexo superficial, el profundo y la coriocapilar. También ofrece una
informacion de flujo afadida a los detalles estructurales vistos en la OCT, Permite
diferenciar entre NVC tipo | y tipo Il, y numerosos estudios han demostrado que puede
mostrar cambios cuantitativos y cualitativos que pueden ayudar en la monitorizacion del
tratamiento de la NVC1% | a OCT-A es capaz de hacer una representacion de la
microvasculatura retiniana al realizar escaneres repetidos en la misma localizacion, aislando
las sefiales que estan en movimiento (flujo sanguineo) de las sefiales estaticas (el tejido). Esto
es posible gracias al desarrollo de la fuente de barrido, la frecuencia de dominio de ultra

velocidad y a las imagenes modo "en face™ 104103,

Si bien es cierto que la OCT es una herramienta fundamental en el diagnostico, tratamiento
y seguimiento de la DMAE, los estudios que la comparan con la angiografia han encontrado
que la “spectral domain” OCT o SD-OCT tiene una alta sensibilidad (85%) pero baja
especificidad (40%) y la TD-OCT tiene una sensibilidad 70% y especificidad del 65%?27:98:101-
103 Ademas, la OCT angiografia, no ha demostrado superioridad frente al AVI para valorar

los polipos y tampoco es capaz de detectar una MNV con area < 0,01mm2 27:9:101,103

Caracteristicas clinicas de la OCT en la DMAE

Las principales caracteristicas clinicas de la OCT estructural en pacientes con DMAE son:
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Drusas y cambios pigmentarios

Corrugaciones retinianas externas: fendbmeno descrito recientemente, que consiste en la
presencia de una capa hiperreflectante ondulada en la OCT que parece corresponderse con el
hallazgo histolégico del deposito laminar basal, una capa que se acumula entre el EPR y su

membrana basal (la capa interna de la membrana de Bruch) en la DMAE%,

Degeneracion macular atréfica, con reduccién del grosor retiniano y el incremento en la

reflectividad del epitelio pigmentario de la retina, que es debido a que el tejido atrofico atentia

menos la luz®*.

Degeneracion _macular exudativa: la neovascularizacion clasica aparece como un area

hiperreflectiva en contacto o delante del EPR, y se acompafia de edema retiniano041%°,

Desprendimientos del EPR: pueden visualizarse los componentes de la MNVC como una

zona hiperreflectante por encima de la linea del EPR, y también la presencia de liquido

subretiniano o pequefios quistes intrarretinianos®.

Desprendimientos serosos : elevacion marcada de la banda del EPR con un contenido seroso

de baja reflectividad que se asocia a liquido subretiniano%410°,

Desprendimientos de la retina neurosensorial: espacio hipofluorescente por debajo de la

retina neurosensorial y por encima de la banda del EPR4105,
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Liquido intrarretiniano: Su presencia se puede diagnosticar de forma difusa con un aumento

del espesor retiniano y disminucion de la reflectividad de la retina, con espacios quisticos
hipofluorescentes en el espesor de la retina neurosensorial, asi como con areas

hiperrefringentes con gran irregularidad en la zona correspondiente al EPR%:1%,

Desgarros del EPR: son una complicacion grave de la DMAE. Aparecen como evolucion

de un desprendimiento seroso o serohemorragico. En la OCT, se observan como lineas
hiperrefringentes sin alteracién, que pueden seguirse de una interrupcion brusca de la

continuidad del EPR°>104.105,

La coroidopatia polipoidea (VCPI): desprendimiento cupuliforme del EPR en forma de

“dedo de guante”, correspondiente a polipos presentes entre el EP y la membrana basal'®+1%,

Figura 11. Retinografia en color de una VVCPI, con su correspondencia en la OCT, imagen en

la que podemos observar el desprendimiento cupuliforme del EPR, en forma de “dedo de

guante” correspondiente al polipo.
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Cicatrizmacular: la OCT revela un area nodular fibrética hiperrefringente que se corresponde

con la zona de fibrosis y la presencia de edema difuso o cistoide como liquido residual en el

espesor de la retina neurosensorial %1%,

MNVC: en el afio 2010, Freund y su equipo realizaron una nueva clasificacion de las
membranas neovasculares basada en los hallazgos de la SD-OCT que coinciden con la
clasificacion histologica de Gass. Esta clasificacion se basa en la localizacion anatomica por
debajo o encima del EPR y la naturaleza del tejido neovascular. Esto tiene importancia en la

decision terapéutica, respuesta al tratamiento antiangiogénico y pronostico visual®10,

-Neovascularizacion tipo 1: localizada por debajo del EPR sin signos de infiltracion de la

proliferacion fibrovascular en el espacio subretiniano. La disfuncion de la barrera
hematorretiniana externa (BHRE) permite el acimulo de fluido y hemorragias intra y

subretinianas. Corresponde a la NVC oculta y a la placa en la AV %10,

Se caracteriza por DEPs serohemorragicos, que en la OCT se veran como pequefias
elevaciones con contenido hiperreflectivo (DEP hemorrégico), o bien como grandes DEPs
con contenido mixto (seroso avascular, de contenido mas denso)®®1%41% También se podra
observar fluido retiniano, bien subretiniano (LSR), que sera visto como una linea
hiporreflectiva; o bien liquido intraretiniano (LIR), que se vera como condensacion
redondeada hiporreflectiva, y que sera de peor prondstico'®*1%, La retina externa incialmente
se mantendra conservada y sin alteraciones. Las complicaciones mas frecuentes de este tipo

de membrana son la ruptura del EPR y la hemorragia subretiniana®.
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Segln progresan, y se produce la maduracion de membrana, la neovascularizacion tipo 1
puede asociar la dilatacion polipoidea de alguno de los vasos coroideos, dando lugar a una
VCPI. Se da en la DMAE exudativa y en la patologia macular con una alteracion extensa del
EPR/membrana de Bruch como la malalttia levantinese y las drusas cuticulares. La respuesta
a la terapia antiangiogénica puede ser incompleta sin observarse con frecuencia la regresion
del tejido neovascular pero logrando mantener la agudeza visual con maltiples inyecciones

intravitreas®.

-Neovascularizacion tipo 2: es la neovascularizacion situada por encima del EPR, en el

espacio subretiniano, entre el EPR y la membrana de Bruch. Se trata de un EPR lesionado e
invadido por la proliferacion fibrovascular y presentan alteracion de la linea (ESI, antigua
IS/OS) suprayacente. En ocasiones la NVC tipo 2 puede ir asociada con la tipo 1. La pérdida
focal de la BHRE hace que la cronificacion o recurrencia del fluido subretiniano sea mucho
mas frecuente® %, Lo caracteristico de este tipo de MNV es la presencia de fluido IR, que
ademas sera de mal pronostico. En este caso, la retina externa presentara alteracion del EPR,
del ELP y de la MLE. El diagnoéstico y tratamiento precoz son fundamentales, debido al

rapido crecimiento de este tipo de MNV/°94105,
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Figura 12. OCT con imagen hiperreflectiva situada encima del EPR correspondiente a la
MNYV tipo2, que deforma la reina interna. Montero, J. (2019). Monografia DMAE exudativa.

Diagndstico multimodal y manejo por subtipos. Bayer.

Figura 13. OCT en la que se aprecia LIR secundario a MNV?2 en estadio avanzado con una
desestructuracion de la MLE. El material HRF por encima de la OCT estructural, vemos que
constituye una gran NV2, muy bien definida en la OCTa en-face (imagen abajo derecha) con
ramificaciones vasculares de pequefio calibre. Montero, J. (2019). Monografia DMAE

exudativa. Diagndstico multimodal y manejo por subtipos. Bayer.
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Figura 14. OCT con NV2 yuxtafoveal, de pequefio tamafio, con gran desestructuracion de la
retina externa (ELP y MLE). Tras la dosis de carga, el EPR recubre la lesion y se
reconstituyen las capas externas de la retina (imagen abajo derecha). Montero, J. (2019).

Monografia DMAE exudativa. Diagndstico multimodal y manejo por subtipos. Bayer.

Predomina en la patologia macular con una lesién menos difusa del EPR/membrana de Bruch
como la miopia patoldgica con lacquer craks o la coroidopatia punteada interna. La respuesta

a la terapia antiangiogénica es mejor que en la tipo 11,

-Neovascularizacién tipo 3: se corresponde con la RAP, cuyos hallazgos en la OCT incluyen

la presencia de desprendimiento seroso del EPR con edema macular quistico asociado o no
a fluido subretiniano. Puede existir hiperreflectividad inducida por la propia
neovascularizacion intrarretiniana, tipicamente extrafoveal. Esta debatido si el origen es
intrarretiniano o coroideo o de ambos. Suele ser bilateral y aparece en areas con pérdida de
FTR. Es por este motivo, por lo que aunque inicialmente tengan una buena respuesta al
tratamiento, la agudeza visual puede no mejorar. Al madurar las lesiones se vuelven mas
resistentes al tratamiento antiangiogénico y precisan de multiples inyecciones intravitreas

94104105 En J]a OCT, se pueden distinguir tres estadios evolutivos®:
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-Estadio 1: con alteraciones de la capa nuclear externa en “embudo vascular”.

-Estadio 2: es tipica la presencia de DEP seroso, LIR, asi como puntos hiperreflectivos.

-Estadio 3: encontraremos grandes DEPs, con retina externa muy desestructurada
anatomicamente.
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Figura 15. Imagen en la que podemos ver los diferentes estadios evolutivos de la RAP y su
manifestacion en OCT. Montero, J. (2019). Monografia DMAE exudativa. Diagnostico

multimodal y manejo por subtipos. Bayer.

-Neovascularizacion tipo 4 o Mixta: aquellos casos con lesiones multiples que no es posible

diferenciarlas y caracterizarlas claramente dentro de las clasificaciones previas'®.

En la actualidad, la angiografia fluoresceinica continta siendo el método de eleccién para el
diagnéstico de la DMAE neovascular, el AVI para la deteccion de pélipos es la técnica de

eleccion y la OCT se utiliza principalmente para el seguimiento8-86:97.98.101
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1.10. TRATAMIENTO

En cuanto al tratamiento de la DMAE avanzada, la forma seca o geografica carece en la
actualidad de un tratamiento especifico. Sin embargo, para la DMAE exudativa, el
tratamiento estandar hoy en dia son las inyecciones intravitreas de farmacos antiangiogénicos

(Anti-VEGF).

1.10.1. Tratamiento DMAE precoz y de la DMAE avanzada con AG.

En las fases méas precoces de la enfermedad no es necesario hacer ningln tratamiento
especifico, aunque si se suele aconsejar aporte de suplementos de antioxidantes si cumplen
los criterios del grupo AREDS previamente descritos?®?3, Se recomienda el control de los
factores de riesgo modificables, como son el tabaco, proteccion solar para los ojos, factores
cardiovasculares, dieta...2%2338.106

Hay muchas lineas de investigacion abiertas centradas en el tratamiento de la DMAE seca.
Terapias tanto de cirugia experimental como de terapia farmacoldgica y clinical®-1%, Se esta
estudiando la posibilidad de implantacion de minitelescopios intraoculares®®, farmacos
inhibidores del sistema de complemento, como el lampalizumab, un anticuerpo monoclonal
inhibidor del complemento del que se ha visto que reduce la progresion de la AG un 44%

realizando inyeccion mensual®,

La fotocoagulacién (FTC) de las drusas, a pesar de conseguir reducir de manera significativa

su numero, no parece que disminuya el riesgo de progresion a DMAE"1%  Existe una nueva
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modalidad que emplea pulsos de nanosegundos de duracion de energia laser no térmica, que

se cree que podria tener un efecto rejuvenecedor del EPR y la membrana de Bruch®,

1.10.2. Tratamiento DMAE avanzada- DMAE exudativa

1.10.2.1. Fotocoagulacion con laser

Anteriormente se utilizaba en la neovascularizacion clasica con limites bien definidos.
Actualmente se sigue utilizando en lesiones extra y yuxtafoveales en las que no existe riesgo
de afectacion foveolar, basado en los resultados del MPS (Macular Photocoagulation Study
Group)®. Al realizarla FTC, se provoca un escotoma irreversible, lo que unido a la alta tasa
de recidivas, hace que muchos autores prefieran el uso de inyecciones intravitreas en el
tratamiento de lesiones yuxtafoveales en lugar de la FCT%, Esta modalidad de tratamiento,
también se emplea en el tratamiento de la VCPI1 y la RAP, pudiendo usarse de manera aislada
0 como combinacion con inyeccion de triamcinolona intravitrea'®. Actualmente, si hay una
recurrencia extrafoveal se podria retratar de nuevo con laser. En el caso de las recurrencias

subfoveales se utiliza la terapia fotodinamica o antiangiogénicos®?.

1.10.2.2. Terapia fotodinamica (TFD)

Consiste en la administracion sistémica de verteporfino (Visudyne®), que es un farmaco
fotosensible, y una aplicacion posterior de luz roja, produciendo una reaccion fotoquimica

en el area lesional'®.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los estudios TAP?, VIM!y VIP:

En el afio 2000, la Food and Drugs Administration (FDA) y posteriormente la European
Medicines Agency (EMA) autorizaron la TDF para el tratamiento de NVC

predominantemente clasica, para histoplasmosis ocular y miopia magna.

También autoriz6 su uso en NVC ocultas sin componente clasico que cumplan los criterios
de inclusion del estudio VIP (NVC sin componente clésico con lesiones de tamafio <4 DP o

menos de 5400 micras)

La TFD supuso una mejora con respecto al laser, pero dado que no frena la disminucion de
AV, y dada la aparicion de los farmacos antiangiogenicos, su utilizacion ha disminuido como
monoterapia; y se utiliza como terapia combinada con los antiangiogénicos. Su uso como
monoterapia quedaria relegado a aquellos casos en los que no se pudiera realizar tratamiento
con inyeccidn intravitrea. La terapia combinada conseguiria AV similares pero con un menor

ntmero de retratamientos*!.

1.10.2.3. Antiangiogénicos

Como se ha explicado previamente de manera extensa, la base fisiopatoldgica de la DMAE
exudativa se basa en un proceso de angiogénesis, en el que el VEGF tiene un papel
fundamental. El tratamiento con antiangiogénicos tiene un grado de evidencia 1B. La
isoforma 165 del VEGF-A es la méas conocida en la DMAE, con un papel proinflamatorio y
que provoca la proliferacion de las células endoteliales, desencadenando la formacion de la

MNV,
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Pegaptanib sédico (Macugen®)

Fue el primer farmaco anti-VEGF aprobado para el tratamiento de la DMAE neovascular. Se
disefio con el objetivo de inhibir selectivamente a la isoforma 165 del VEGF-A. Es un
aptamero pegilado sintetizado a partir de 28 bases de ARN oligonucle6tidos, al que se le han
unido 2 grupos polietilenglicol (20-kD) con el fin de aumentar su vida media dentro del globo

ocular, impidiendo la unién de la isoforma 165 del VEGF-A a su receptortt?113,

El estudio VISION (VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization) demostré la

eficacia clinica del pegaptanib sddico intraocular en DMAE neovascular'4,

En el 2004, basandose en estos resultados, la FDA aprobd la utilizacion del pegaptanib. La
pauta de tratamiento aprobada fue de una fase de carga de 4 inyecciones cada 6 semanas con
0,3 mg de pegaptanib, retratando posteriormente en el caso de recidival'4. Posteriormente se
presentaron estudios como el de ATMANI o el de MAIER con Macugen® para las MNV
ocultas (no susceptibles de TFD) o predominantemente ocultas''®. A pesar de que con esta
pauta de tratamiento se logra una estabilizacion de la enfermedad, los resultados son

inferiores que con los anti-VEGF no selectivos.

Por tanto, debido a su menor efectividad, podemos afirmar que se trata de una buena opcion
terapéutica para pacientes con DMAE exudativa y factores de riesgo o antecedentes de
enfermedad cardiovascular (infarto, angina de pecho, ictus), ya que tienen un perfil de

seguridad sistémica superior al del bevacizumab y ranibizumab!'*
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Ranibizumab (Lucentis®)

Es un fragmento de anticuerpo (Fab) monoclonal humanizado recombinante que se une a
todas las formas activas del VEGF*®. Lo primeros estudios que demostraron la eficacia del

ranivizumab fueron el Estudio MARINA® y el ANCHORY.

Fue en el 2006 cuando basandose en estos resultados, la FDA aprobd el uso de este farmaco.
La EMA lo aprobaria en el 2007. Sin embargo, debido a los efectos adversos potencialmente
graves (accidentes tromboembdlicos) del ranibizumab, el elevado coste del tratamiento y la
necesidad de realizar inyecciones mensuales necesarias, hacen poco Util la aplicacion de estos

estudios en la practica clinica diaria’’.

A estos estudios les sucedieron otros como el PIER8, el EXCITE!® y el PrONTO. Este
altimo planted la pauta PRN o pro re nata, que se realiza a demanda'?®. Los criterios

establecidos para realizar retratamiento fueron!2%-12L;

-Caida de AV mas de 5 letras

-Liquido en mécula por OCT

-Aumento del grosor retiniano al menos de 100 um en la OCT

-NVC clasica de nueva aparicion, o nueva hemorragia o liquido macular en la OCT al menos

1 mes tras la inyeccion.
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Posteriormente se realizd el estudio SAILOR, el mayor estudio realizado hasta la fecha para
evaluar la eficacia y seguridad de ranibizumab (4.300 pacientes); cuyos resultados apoyaron
la seguridad del ranibizumab y mejores resultados en el tratamiento mensual*'®. Con todo
esto, se decidié que la estrategia mas conservadora para intentar aunar los resultados
obtenidos en los ensayos y la préactica clinica diaria, consistia en realizar una sola inyeccién
y seguimiento mensual de los pacientes, con retratamiento en caso de persistencia o recidiva
del fluido (“1+PRN”)!%,  Sin embargo, realizando esta pauta, el problema es que tratamos

la enfermedad cuando ya ha aparecido, en vez de prevenirla y anticiparnos.

En 2007 Spaide sugiere el protocolo “treat and extend”, que consiste en tratar al paciente
mensualmente hasta la desaparicion del fluido, momento en el que recibiria una inyeccién
adicional con enfermedad inactiva. En todas las visitas posteriores se tratara al paciente, pero
su periodicidad se ira alargando de forma progresiva siempre que haya ausencia de signos de
actividad. En caso de reaparicion de fluido, se tratara al paciente, realizando visita de nuevo

de forma mensual®??,

De esta manera, se intenta mantener el beneficio del farmaco, minimizando el nimero de

inyecciones y adelantandonos a posibles reactivaciones de la enfermedad*?2.

Estudio HORIZON

Ha demostrado que el tratamiento mensual seria preciso en una proporcion no despreciable

de pacientes incluso mas alla del segundo afio. En este estudio se demostré que la
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disminucion de la frecuencia de tratamientos en el tercer y cuarto afio se asociaba a pérdida

de AV%,

En resumen, intentando adecuar los distintos estudios a nuestra practica clinica diaria,

podemos concluir que:

1. El ranibizumab administrado mensualmente es eficaz y seguro en todas las lesiones

angiogréaficas, independientemente del nivel de AV y del tamafio de la lesion.

2. Tres de cada cuatro pacientes mantienen su AV.

3. Uno de cada tres mejora ostensiblemente su AV.

4. A mayor nimero de inyecciones, mayor beneficio en la AV, de modo que protocolos que

utilizan una frecuencia de inyecciones inferior a la mensual, consiguen Av peores.

5. Una vez que se produce una disminucion de AV, es dificil recuperarla, aunque en un

pequefio porcentaje de los pacientes se haya encontrado mejoria.

6. Los pacientes tratados previamente parecen responder peor.

7. Hay cierta actividad subclinica del proceso neovascular que las técnicas de diagndstico por

imagen actuales no pueden detectar, lo que hace necesario visitas regulares.
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Actualmente, el ranibizumab es considerado como el gald standard en el tratamiento de la
DMAE exudativa, aunque se siguen realizando estudios comparativos con nuevos farmacos.

La dosis empleada es de 0.5 mg/005ml cada 4 semanas. El farmaco viene precargado®®.

Bevacizumab (Avastin®)

El bebacizumab es un anticuerpo 1gG1 monoclonal completo recombinante humanizado que
actua blogueando todas las isoformas del VEGF, inhibendo su actividad bioldgica, tanto in
vitro como in vivo. El peso molecular del bebacizumab es de 148 kD, frente a los 48 kD del
ranibizumab, que en principio, podria comprometer su penetracion en la retina. Ademas, la

afinidad del ranibizumab es unas 5-10 veces mayor que la del bebacizumab®?4,

En el 2004, la FDA aprob0 su uso para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico. Un
afio més tarde, en el 2005, la EMA también lo prob6 para el mismo uso. Pero ninguna de las

dos instituciones aprobd su uso intravitreo?41%,

En 2005 se describieron los efectos beneficiosos del bevacizumab en la DMAE neovascular:
todos los trabajos sugerian resultados prometedores, con importante mejoria en la AV y
disminucion del espesor retiniano central medido mediante OCT, y demostraron que tenia un
perfil seguro de uso. El Unico efecto adverso destacado fue que en algunos pacientes existio

un aumento de la TA'%,

Hay muchas publicaciones que confirman los beneficios del farmaco y se estan preparando

estudios adicionales comparativos entre ranibizumab y bevacizumab.
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La principal preocupacién en cuanto al uso de bebacizumab es su perfil de seguridad, que
todavia sigue siendo incierto. Cuando es empleado a nivel sistémico, se ha visto una mayor
incidencia de HTA y de eventos aterotrombdticos, sobre todo en pacientes mayores de 65
afios, con factores de riesgo cardiovascular y en aquellos con episodios de eventos vasculares

previos. Sin embargo, no se ha demostrado este incremento con su uso intravitreo11126:127,

Por este motivo, sigue sin estar aprobado para uso intravitreo, pero se sigue utilizando como
uso compasivo, ya que tiene resultados similares al ranibizumab con un menor coste;
empleandose una dosis de 1.25 mg/ml, a partir de viales de 100 y 400 mg en concentracion

de 25 mg/ml. Es el farmaco antiangiogénico mas barato de los empleados en la actualidad®

Aflibercept (Eylea) (VEGF Trap-Eye; Regeneron, Tarrytown, NY, and Bayer HealthCare,

Berlin, Germany))

El Aflibercept es una proteina humana recombinante, creada mediante la fusion de la region
Fc de la IgG1 humana y dos dominios extracelulares del VEGFR (el VEGFR-1y el VEGFR-
2), actuando como un decoy receptor, con afinidad por todas las isoformas del VEGF, el
VEGF-B vy el factor de crecimiento placentario (PGF 1)?. La estructura del Aflibercept
consigue una afinidad por el VEGF-A mucho mayor que el ranibizumab y que el

bevacizumab (unas 95 y 120 veces mas respectivamente)*?®,

Los estudios VIEW 1y VIEW 2 (VEGF Trap-Eye: Investigation of Efficacy and Safety in
Wet AMD 1y 2) demostraron la no inferioridad del aflibercept frente al ranibizumab, y una

equivalencia clinica en el mantenimiento de la AV (definida como pérdida de menos de 15
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letras en ETDRS), asi como en la mejoria de la AV y del grosor macular. Ademas, los efectos

adversos oculares como sistémicos también fueron similares?.

El aflibercept fue aprobado por la FDA para su uso intravitreo en la DMAE exudativa en el

201121-23,128.

La conclusion obtenida tras la realizacion de estos estudios, fueron reflejar la eficacia del
aflibercept en la DMAE exudativa, y demostrar que una dosis bimensual de aflibercept
previas tres dosis menusales, supondria un beneficio adicional al permitir inyecciones menos
frecuentes a igualdad de resultados resultados que la pauta mensual. Se pueden extender las
inyecciones hasta 16 semanas. Actualmente, los estudios van dirigidos al Ziv-aflibercept, un
analogo del aflibercept mucho mas barato, que contiene el mismo principio activo molecular
en una solucién tamponadora diferente. Esta disponible recientemente, y se han iniciado
ensayos preclinicos y ensayos clinicos estudiando la viabilidad de su uso a nivel intraocular.
Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran un perfil de seguridad similar al
aflibercept, y con una mejoria o mantenimiento del la AV, asi como reduccion del liquido
intrarretiniano y del grosor foveal central en pacientes con edema macular diabético, en
obstruccion venosa de rama y en DMAE neovascular. Sin embargo, son necesarios mas

estudios que se centren en su aplicacion en la DMAE neovascular®?,
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1.10.3. Pautas de tratamiento con farmacos antiangiogénicos

En cuanto a las pautas de tratamiento con farmacos antiangiogénicos, podemos resumirlas en
cuatro principales. Las presento a continuacién, con sus respectivas ventajas e

inconvenientes.

1.10.3.1. Pautas fijas mensuales o bimensuales (aflibercept)

El seguimiento de una pauta fija mensual o bimensual, tiene como ventaja que se consigue
un mejor resultado visual al hacer un seguimiento continuo y periodico del paciente. Sin
embargo, tiene sus inconvenientes, como son es el alto coste que esto supone debido al alto

precio de los farmacos; asi como desarrollar taquifilaxia a los farmacos (2%)*3L.

1.10.3. 2. Pautas trimestrales

El empleo de pautas trimestrales tiene como ventaja una menor periodicidad en la realizacion
de las inyecciones, y por tanto, un menor coste. Sin embargo, siguiendo esta pauta, se
obtienen unos peores resultados visuales de los pacientes. Inconvenientes: peores resultados

visuales®?,

1.10.3.3. PRN (a demanda)

La pauta de tratamiento a demanda, o PRN, permite el tratamiento s6lo en caso de

reactivacion de la DMAE, lo que conlleva un menor nimero de inyecciones y un menor
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coste, pero en este caso con resultados visuales similares. La dificultad se encuentra en la
necesidad de una visita mensual del paciente, que suele resultar complicado; y que hacemos

el diagnostico tarde, se trata la reactivacion®3L,

1.10.3.4. Tratar y extender (T&E)

La pauta T&E, como se ha explicado previamente, consiste en tratar al paciente
mensualmente hasta la desaparicion del fluido, momento en el que recibiria una inyeccion
adicional con enfermedad inactiva. En todas las visitas posteriores se tratara al paciente, pero
su periodicidad se ird alargando de forma progresiva siempre que haya ausencia de signos de
actividad. En caso de reaparicion de fluido, se tratara al paciente, realizando visita de nuevo
de forma mensual. De esta manera, se intenta mantener el beneficio del farmaco,
minimizando el nimero de inyecciones y adelantandonos a posibles reactivaciones de la
enfermedad, con resultados visuales similares. Tiene el inconveniente de precisar mas
inyecciones que la pauta PRN, y que no se ha determinado hasta cuanto tiempo se puede
extender la pauta de tratamiento. Por el momento se postula que unos 3 0 4 meses como

maximo®3!,
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1.11. TABLA RESUMEN COMPARATIVA DE LOS TIPOS DE MNV

Tipos de DMAE Retinografia Tratamiento | Complicaciones

Tipo 1 DEPs DEPs OCTA T&E Ruptura EPR
LSR Hemorragia
Tipo 2 Lesion Material OCTA  T&E/PRN Fibrosis
amarillenta
hiper EPR (buena
Hemorragia respuesta)
subretiniana
LIR
Tipo 3 Hemorragias DEP OCTA T&E Atrofia
(RAP)
intraretinianas  LIR ICGA geografica
Exudacion “Embudo” Recidiva
Polipoidea Machas rojas Dedo ICGA T&E Ruptura EPR
(DA1)
Exudacion guante TFD Hemorragia
LSR Refractarios

Tabla 3. Tabla comparativa de los diferentes tipos de MNV.
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1.12. GENETICA EN LA DMAE

Desde el punto de vista genético, el estudio de la DMAE es complicado, lo que se denomina
«proceso complejo» ya que es el resultado de la interaccion de multiples locus (no solo genes
especificos) y factores ambientales higiénico-dietéticos sin un patrén de herencia mendeliana

(como ocurre en las enfermedades monogénicas) ™.

Se ha descrito una etiologia multifactorial, con influencia de factores ambientales y factores

genéticos.

La influencia de la genética en la DMAE se ha podido investigar mediante estudios familiares
y en gemelos. El riesgo atribuible a los factores genéticos es del 46-71%. Estudios de gemelos
han demostrado que la heredabilidad para la DMAE es del 45%. Familiares de primer grado
de pacientes con DMAE, comparados con pacientes familiares de primer grado sin la
enfermedad, tienen un riesgo incrementado de desarrollo de la enfermedad, asi como debut

a edad mas joven.

Las variaciones genéticas mas frecuentemente asociadas al riesgo de DMAE son los
polimorfismos SNPS (single nucleotide polymorphism) o polimorfismos de un nucleétido
sencillo. Consisten en la variacion de una sola base en la secuencia de ADN, que afecta a
mas de un 1% de la poblacion. No son una causa directa de la enfermedad, pero influyen en
la codificacion y traduccion de la proteina, siendo por tanto, factor predisponente o protector

del desarrollo de la enfermedad.
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Actualmente, estd demostrada una asociacion directa entre SNPs de los genes CFH, ARMS2
y HTRALl y la DMAE. Sin embargo, debido a que la DMAE no sigue una herencia
mendeliana, como se ha explicado, esto implica un incremento en la susceptibilidad de

presentar la enfermedad, pero no que sean la causa de la enfermedad’® 13213,

También se han realizado estudios que investigan la posible asociacion del VEGF con la
DMAE. En el afio 2010, se comprob0 la asociacion entre 22 SNPs del gen VEGF-R-2 con el

haplotipo TTT y un incremento en la susceptibilidad del desarrollo de la DMAE.

El sistema del complemento también se ha visto implicado en el desarrollo de la DMAE. En
concreto, el factor del complemento C3 se ha visto que es importante en la patogénesis de la

enfermedad. No obstante, alin no se conocen los mecanismos subyacentes38-140,

También existen estudios de genes con caracter protector frente a la DMAE. Concretamente
se han detectado SNPs en los genes que codifican para el factor B del complemento (CFB) y
el componente 2 del complemento (C2C), que reducen significativamente el riesgo de

DMAE,

112



JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

113



114



2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS DE LA
TESIS DOCTORAL Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

La DMAE es la causa mas frecuente de ceguera legal en los paises desarrollados en personas
mayores de 55 afios. Se trata de una afectacion degenerativa y progresiva, que afecta a la
calidad de vida de los pacientes. Se estima que en Espafia hay mas de 600.000 personas
afectas de DMAE, y la prevalencia tiende a aumentar conforme aumenta la esperanza de
vida. La DMAE exudativa se caracteriza por la aparicion de una neovascularizacién macular,
que condiciona una pérdida visual brusca. En la actualidad es la tnica forma de DMAE con

tratamiento.

El estudio y determinacion de los polimorfismos genéticos asociados a la DMAE nos
permitird avanzar en el conocimiento de la enfermedad. En base al componente genético de
la DMAE se podréan plantear futuras lineas de investigacion orientadas a la deteccion y

tratamiento precoz, y mejoras en la respuesta al tratamiento. Entre otras estarian:

-ldentificacion de pacientes de alto riesgo por presencia de polimorfismos entre familiares

de pacientes con DMAE.

-Modificaciones de habitos de riesgos y posibles tratamientos preventivos en pacientes de

alto riesgo.

Justificacion, hipdtesis y objetivos



-Pautas de seguimiento deteccion precoz en pacientes de alto riesgo.

-ldentificacion de pacientes respondedores/no respondedores a terapias preventivas con

antioxidantes, antiangiogénicos y otras lineas de tratamiento.

2.2. HIPOTESIS DE LA TESIS DOCTORAL Y DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

La DMAE se trata de una enfermedad compleja y de origen multifactorial, en la que
intervienen factores genéticos y ambientales. La hipotesis del estudio se basa en demostrar
que realmente existe tal asociacion entre la presencia de ciertas variaciones en el genoma de

los pacientes y el incremento del riesgo en el desarrollo de DMAE.

2.3. OBJETIVOS

Basandonos en un estudio previo en el que se analizaron 12 polimorfismos de riesgo para la

DMAE, los objetivos del estudio fueron los siguientes:

-Objetivo principal:

1. Identificar la asociacion de los principales polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP)
localizados en los genes CFH, ARMS2, HTRAL, CFB, C2 y C3 con la degeneracién macular
asociada a la edad (DMAE) exudativa en una poblacion espafiola.

-Objetivos secundarios:
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1. Analizar la frecuencia de expresion de los polimorfismos y el riesgo de asociacion (Odds

ratio) con la DMAE exudativa.

2. Analizar la frecuencia de expresion de multiples polimorfismos de riesgos en la DMAE

exudativa.

3. Describir las caracteristicas sociodemogréficas y los antecedentes personales sistémicos

en pacientes con DMAE exudativa.

4. Estudiar los antecedentes familiares de DMAE en pacientes con DMAE exudativa.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

3.1.1. Estrategias de busqueda

Se realiz6 una busqueda en la literatura cientifica en las bases de datos Internacionales
PubMed-Medline, EMBASE, Cochrane Web of Science (WOS) y UpToDate asi como en las
bases de datos nacionales Dialnet, IBECS, Teseo y Tesis doctorales en red, lo que mostr6 un
total de 1187 referencias bibliogréficas relacionadas con el andlisis genético de los

polimorfismos SNPs en pacientes con degeneracion macular exudativa asociada a la edad.

Las palabras clave para abordar la hipotesis planteada, fueron: Polimorfismos, Polimorfismos
de nucledtido Unico, Degeneracion macular asociada a la edad, Degeneracion macular

exudativa asociada a la edad, Genética.

En cuanto a la estrategia de busqueda empleada, en una primera fase se identificaron los
conceptos claves de la consulta en lenguaje libre o natural: polymorphisms, single nucleotide
polymorphisms, exudative AMD, exudative age-related macular degeneration, age-related
macular degeneration, wet macular degeneration, genetics, CFHR1, HTRA1, ARMS2, CFH,

C3, C2.

Algunos se transformaron a términos del lenguaje controlado o documental utilizando

tesauros como el MeSH (Medical Subject headings): Polymorphism, Single Nucleotide,
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Macular Degeneration, CFHR1 protein, human [Supplementary Concept], HTRA1 protein,
human [Supplementary Concept], ARMS2 protein, human [Supplementary Concept], CFH-

CFHL1 protein, human [Supplementary Concept], Complement C3, Complement C2.

Posteriormente, se procedié a la construccion de estrategias de busqueda avanzadas

utilizando los operadores boleanos mas comunes como se muestra a continuacion.

3.1.2. Bases de datos bibliograficas

I. Busquedas de aproximacion en Uptodate y Clinicalkey:

single nucleotide polymorphisms

Age-Related Macular Degeneration

GWAS Genome-Wide Association Study

I1. Base de datos PubMed (NLM):

polymorphisms AND (exudative AMD OR "Exudative Age-Related Macular Degeneration™)

(SNP OR "single nucleotide polymorphisms™) AND (exudative AMD OR "Exudative Age-

Related Macular Degeneration™)

polymorphisms AND exudative AMD
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I11. Base de datos EMBASE (Elsevier):

(SNP OR '"single nucleotide polymorphisms" OR “genetic polymorphisms”) AND

(exudative AMD OR "Exudative Age-Related Macular Degeneration™)

IV. Base de datos WOS (Thompson Reuters):

# 3 TEMA: ((SNP OR "single nucleotide polymorphisms”) AND (exudative AMD OR

"Exudative Age-Related Macular Degeneration™))

# 2 TEMA: (polymorphisms AND exudative AMD)

# 1 TEMA: ((SNP OR single nucleotide polymorphisms OR genetic polymorphisms) AND

(exudative AMD OR Exudative Age-Related Macular Degeneration))

V. Base de datos UpToDate:

single nucleotide polymorphisms

Age-Related Macular Degeneration

GWAS Genome-Wide Association Study

V1. Base de datos IBECS: degeneracion macular relacionada con la edad
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VIIl. Base de datos DIALNET: (age-related macular degeneration) OR (degeneracion

macular genética)

VIII. Base de datos TESEO: degeneracién macular

Una vez excluidos los duplicados (128 articulos), un total 241 articulos relevantes
recuperados de la suma de todas las busquedas en las diversas bases de datos, han servido
para apoyar las afirmaciones de la hipétesis de esta tesis y para reflejar la evidencia cientifica

que muestra la literatura.

Los idiomas de los articulos que se han revisado han sido castellano e inglés. Se ha empleado

el programa informatico Refworks para la gestion, organizacion sistematizacion e

integracion de las referencias bibliogréficas, que han sido citadas el estilo Vancouver.

BASE DE DATOS RECUPERADOS  RELEVANTES
PUBMED 364 84
EMBASE 174 o1

WOS 277 50
DIALNET 228 31
IBECS 92 8
TESEO 41 3
UpToDate 8 4

TOTAL 1184 231

Tabla 4. Bases de datos con el numero de articulos empleados de cada una.
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3.2. MEDIOS EMPLEADOS EN LA REALIZACION DEL ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realiz6 en Alcorcén, Madrid, en la Unidad de Oftalmologia del

Hospital Universitario Fundacion Alcorcon (HUFA).

Para su realizacion, contamos con los medios humanos y técnicos necesarios para el
diagndstico y seguimiento de los pacientes con DMAE disponibles en la unidad de
Oftalmologia. También contamos con el apoyo metodoldgico de la Unidad de Investigacion

y del Biobanco del HUFA para almacenamiento de las muestras bioldgicas que se recogieron.

La Unidad de oftalmologia del Hospital Universitario Fundacion Alcorcon cuenta con un
equipo completo de profesionales, que incluye: 13 oftalmélogos, 1 Optico optometrista, 1

enfermera, 10 auxiliares de enfermeria y 8 médicos residentes de oftalmologia en formacion.

La seccidn de retina cuenta a su vez con los siguientes medios técnicos:

-Optotipos ETDRS para medicién de agudeza visual mejor corregida (AVMC)

-Lampara de hendidura Haag streit 900

-Tonometro de aplanacion Perkins Mk2 (Clement Clarke International)

-Oftalmoscopio indirecto Keeler con lente + 20D

-Camara de fondo (Zeiss FF 450 IR plus) para retinografia y angiografia fluoresceinica
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-Tomografia de coherencia Optica: Cirrus OCT (Carl Zeiss Meditec, Inc, Dublin, CA, USA.

software version 5.0.0). Protocolos Macular Cube y 5 lineas HD Raster.

La Unidad de Investigacion del Hospital Universitario Fundacion Hospital Alcorcon nos

proporcion6 apoyo metodoldgico en la elaboracion, disefio e interpretacion de resultados.

El HUFA cuenta con un Biobanco hospitalario para el procesamiento y almacenamiento de
muestras bioldgicas en condiciones Gptimas, que nos permitio el depdsito de las muestras
obtenidas para su uso en el actual estudio y para posteriores posibles estudios, si fuera

necesario.

Para la realizacion del estudio se seleccionaron de forma consecutiva pacientes
diagnosticados de DMAE avanzada exudativa (siguiendo la clasificacion Clinical Age-

related Maculopathy Grading System (CARMS) en al menos un ojo.
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GRADO DE HALLAZGOS CLINICOS
MACULOPATIA

1 No drusas 0 <10 drusas pequerfias sin anormalidades de
pigmento.

>10 drusas pequefias o <15 drusas intermedias, o
anormalidades de pigmento asociadas a MRE.

>15 drusas intermedias o drusas grandes

Atrofia geogréafica en centro macular, o atrofia geografica
sin implicar centro macular de > 350 pm

DMAE exudativa, incuyendo DEP no drusenoides,
desprendimientos de retina seroso o0 hemorragico,
hemorragias subretinianas o sub-EPR o fibrosis

Tabla 5. Clinical Age-related Maculopathy Grading System (CARMS).

A todos los pacientes se les confirmé el diagnostico mediante estudio de fondo de ojo,
tomografia de coherencia dptica y angiografia fluoresceinica. Se seleccioné un grupo control

de pacientes sanos sin DMAE ni otras maculopatias, pareados por edad y sexo.

El Ensayo cumple con los principios de la Declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado

por el Comité de Etica del Hospital Universitario Fundacion Alcorcon (Anexo II).

3.3. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todos los pacientes firmaron dos consentimientos informados. Uno para la realizacion del
estudio, y otro para la obtencion y conservacion de las muestras bioldgicas en el Biobanco

del HUFA para posibles futuros estudios.
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En el consentimiento informado se explicaban los objetivos de investigacion del estudio, las
exploraciones que se le iban a realizar al paciente y, en su caso, las pruebas complementarias
que pudieran ser necesarias; asi como los posibles riesgos asociados a las pruebas. El paciente
podia formular todas las preguntas que creyese convenientes. También se dejé constancia de
la posibilidad de revocar el consentimiento y abandonar el estudio en cualquier momento sin
necesidad de exponer motivo y sin que ello supusiera ninguna repercusion en el tratamiento

ni asistencia hospitalaria. Se remarco la confidencialidad de todo el proceso (Anexo IlI).

3.4. CRITERIOS DE SELECCION DE PACIENTES

El trabajo de investigacion se trato de un estudio de cohortes prospectivo. Se seleccionaron
pacientes que acudieron a revision oftalmoldgica rutinaria o a la Unidad de Retina en el
Servicio de Oftalmologia del HUFA. EIl estudio se realizé durante un periodo de 3 afos

comprendido entre enero de 2015 y diciembre de 2017.

Los pacientes inicialmente seleccionados fueron divididos en dos grupos: uno formado por
pacientes con diagnéstico de DMAE exudativa en uno o los dos o0jos; y otro que incluy6
sujetos controles sanos. Se intentd parear los pacientes por edad y sexo para que fueran

comparables.

3.4.1. Criterios de exclusion

Para el reclutamiento de los pacientes del estudio, aplicamos los siguientes criterios de

exclusion:
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-presencia de otras maculopatias

-miopia magna (<6 dp) y glaucoma: al ser dos patologias en las que se ha visto implicada

una predisposicion genética, para evitar que actuasen como factor de confusion en el estudio.

-retinopatia diabética

-opacidades de medios que impidan confirmacién diagndstica (catarata avanzada,

hemorragia vitrea, leucomas...).

3.4.2. Criterios de inclusién

Fuimos muy estrictos con los criterios de inclusion que se tuvieron en cuenta en el estudio.

Los criterios de inclusion de cada grupo, fueron los que se presentan a continuacion.

Criterio de inclusidn de pacientes casos:

-pacientes de ambos sexos mayores de 55 afos

-diagnosticados de DMAE exudativa avanzada en uno o ambos ojos segun la clasificacion

Clinical-Age-related Maculopathy Grading System (CARMS) (Tabla 5).

-confirmacion diagndstica por retinografia, angiografia y tomografia de coherencia dptica

-firma de consentimiento informado
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Criterios de inclusion de pacientes controles sanos:

-pacientes de ambos sexos mayores de 55 afios

-Agudeza visual mejor corregida >20/40

-medios oculares transparentes

-fotografia de fondo de ojo y tomografia de coherencia Optica: ausencia de maculopatia (no

drusas, no hemorragias, no exudacion, no atrofia)

3.5. METODOLOGIA DE EXPLORACION CLINICA

A todos los pacientes se les realizé un estudio oftalmolédgico completo que incluyo la medida
de la agudeza visual mejor corregida (AVMC), exploracion con ldmpara de hendidura, toma
de la presion intraocular (P10), estudio de fondo de ojo y tomografia de coherencia Optica
(OCT). El diagnostico de los pacientes con DMAE se confirmé mediante angiografia

fluoresceinica.

El mismo oftalmélogo realizé todas las pruebas.

3.5.1. Toma de agudeza visual mejor corregida

La agudeza visual se determind con un optotipo ETDRS Logarthmic Visual Acuity Chart

ETDRS (Early Diabetic Retinopathy Study). A todos los pacientes se les tomé la agudeza
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visual en las mismas condiciones luminicas y de distancia (4 metros). El procedimiento fue
realizado por personal de enfermeria entrenado, siendo siempre las mismas enfermeras del
servicio quienes llevaron a cabo las determinaciones. La vision se tuvo en cuenta en
condicion monocular. Como se explico anteriormente, la escala logaritmica LogMAR es la
mas utilizada para estudios de investigacion debido a que se considera mas precisa que otros

test de AV como el test Snellen.

El optotipo ETDRS esta disefiado de manera que el tamafio de las letras s6lo varia entre filas.
Asi, cada fila contiene cinco letras del mismo tamafio y el espaciado entre ellas es igual al

ancho de una de ellas.
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Figura 16. Optotipo ETDRS (escala LogMar)
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El test utiliza la progresion logaritmica, siendo la relacion entre una linea y la siguiente de
0,1 unidades logaritmicas. La AV viene expresada por el logaritmo del minimo angulo
resoluble (LogMAR). EI valor logaritmico se obtiene calculando el logaritmo del minimo
angulo de resolucion (MAR). Por ejemplo, en el caso de un paciente con una AV de la unidad,
el MAR es igual a 1 minuto, por lo que el LogMAR es cero para esta AV. Los valores de AV
en anotacion logaritmica varian en pasos de 0,1 de una linea a otra. De esta manera, como
cada linea contiene 5 letras cada letra tiene un valor de 0,02 unidades logaritmicas. La escala

LogMAR comprende valores desde -0,1 a 1,0 en pasos de 0,1 de anotacién logaritmica.

Valor LogMAR paciente = valor LogMAR linea correspondiente — (n° letras no identificadas

x 0,02 unidades logaritmicas).

De esta manera, se calcul6 el valor logaritmico de la AV de los pacientes restando al valor

que le corresponde a la linea, el nimero de letras que no consiguid identificar.

3.5.2. Exploracién con lampara de hendidura

A todos los pacientes se les realizé una exploracion del segmento anterior con lampara de
hendidura Haag Streit 900; exploracién mediante la que se descartaron aquellos pacientes
que tenian alguno de los criterios de exclusion previamente explicados (leucoma corneal,

catarata muy avanzada...)

3.5.3. Medida de la presién intraocular
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Medida de la presion intraocular (mmHg) con un tondmetro de aplanacion Perkins Mk2

(Clement Clarke International) previa aplicacién de fluoresceina tépica.

3.5.4. Estudio de fondo de ojo

Se realiz6 Oftalmoscopia indirecta con oftalmoscopio indirecto Keeler, empleando lente de

+ 20 dioptrias (dp).

3.5.5. Retinografia

La retinografia se realiz6 a todos los pacientes del estudio. Todas las iméagenes fotogréficas
de fondo de ojo fueron realizadas bajo midriasis farmacoldgica, empleando habitualmente 3
aplicaciones de colirio de tropicamida (Colicursi tropicamida, Alcon Cusi) y/o colirio de

ciclopentolato clorhidrato (Colicursi ciclopléjico, Alcon Cusi).

Para la realizacion de las imagenes, se emple6 una cdmara de fondo que incluye un sistema
optico telecéntrico (Zeiss FF 450 IR plus), con sistemas de medicion incorporados, sistema
operativo Windows 2000 profesional (Microsoft Corporation Inc) y sistema de archivo y
analisis digital Visupac 451 (version 4.4, Carls Zeiss Jena GMBH, Ophtalmic Instrument

Division, Jena).

Para las de retinografias a color se utilizo una videocamara color de alta resolucion de 3CCD:
AVT ZK-S (Anchura pixel = 0,0054; resolucion = 2588 x 1958). Para las retinografias en

blanco y negro se utilizé la camara de alta resolucién Kodak Megaplus 1.6 (Anchura pixel=
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0,0049; resolucion= 1280 x 1024), empleada con diferentes filtros (verde, rojo y
autofluorescencia). Las imagenes fueron obtenidas sin manipulacion electronica,

enfocandonos en el polo posterior a un angulo de 30°.

Figura 17. Camara de fondo Zeiss FF 450+ IR plus, incluida videocamara de color 3CCD:

AVT ZK-S, y cdmara en blanco y negro Kodak Megaplus 1.

Para la caracterizacion de las imagenes funduscopicas se utilizaron los siguientes criterios:

-Ausencia de criterios de exclusidn (presencia de otras maculopatias, retinopatia diabética, u

opacidad de medios que impidiera realizacion de la imagen, como hemorragia vitrea)
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-Criterios diagndsticos de DMAE exudativa siguiendo la clasificacion Clinical Age-related
Maculopathy Grading System (CARMS), dividiendo a los pacientes en 5 categorias
mutuamente excluyentes, teniendo en cuenta las drusas, irregularidades del epitelio
pigmentario, atrofia geografica, desprendimiento del epitelio pigmentario y

neovascularizacién coroidea.

3.5.6. Angiografia fluoresceinica (AFG)

La AFG se realiz6 a todos los pacientes con DMAE, bajo midriasis farmacoldgica,
empleando habitualmente 3 aplicaciones de colirio de tropicamida (Colicursi tropicamida,

Alcon Cusi) y/o colirio de ciclopentolato clorhidrato (Colicursi ciclopléjico, Alcon Cusi).

La angiografia fluoresceinica (AFG) se realizo de manera habitual segun el protocolo del
HUFA. Previa firma del consentimiento informado pertinente (Anexo I11), se procedié a
inyeccion de 5 ml de fluoresceina sodica al 10% en las venas del dorso de la mano o

antecubitales (Catéter VVasocan de Braiin 22 G1 (0,9 x 25)).

La toma de iméagenes se llevo a cabo mediante camara de fondo (Zeiss FF 450 IR plus),

empleando filtro excitador y barrera, con cdmara de alta resolucion Kodak Megaplus 1.6.

La inyeccion de contraste fue realizada por enfermera del servicio de Oftalmologia. La toma

e interpretacion de imagenes, por el mismo oftalmdélogo especialista.
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3.5.7. Tomografia de coherencia éptica de dominio espectral (SD-OCT)

La prueba se realiz6 previa midriasis.

El andlisis tomogréfico fue realizado con SD-OCT Cirrus con tecnologia EDI (Carl Zeiss
Meditec, Inc, Dublin, CA, USA, modelo 4000, version del software 6.5.0.772). Todas las
tomas fueron realizadas bajo midriasis farmacoldgica tal y como se ha explicado
previamente. Todas las OCT fueron realizadas por la enfermera del servicio de Oftalmologia.
Se incluyeron so6lo aquellas imagenes con una calidad de sefial superior a 7, con una posicién

centrada del examen y sin artefactos.

Figura 18. Tomdgrafo Cirrus OCT (Carls Zeiss Meditec, Inc, Dublin, CA, USA).

Para la realizacion de la prueba, se realizaron 3 tipos de captura:
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- Macular Cube 512x128 (Cubo macular 512x128): Genera un cubo de datos mediante una
cuadricula de 6 mmm. Se adquiere una serie de 128 tomografias lineales horizontales,
compuestas a su vez de 512 tomografias A. Ademas, se obtienen dos tomografias verticales
y horizontales de alta definicién, compuestas por 1000 tomografias A. La resolucién axial de

este sistema es de 10 micras del tejido retiniano.

- HD 5 line Raster (Trama de 5 lineas de alta definicién): 5 lineas paralelas horizontales de 6
mm, cada linea compuesta de 4096 tomografias A, separadas 0,25 mm, de modo que las 5

lineas cubren un ancho de 1mm.

- HD 5 line Raster, seleccion 1 sola linea, EDI: Consiste en una trama de 1 sola linea
horizontal de alta definicion de 9 mm, centrada en fovea, empleando el protocolo EDI de alta

penetrancia para mejor visualizacion de la coroides.

Todas las imagenes fueron realizadas con un adecuado centrado pupilar y enfoque del iris.
Ademas se realizo la captura con previa optimizacion del “Scan” y con el modo “Eye-
tracking” o de seguimiento de micro movimientos oculares activado. En las visitas sucesivas

en las que se requirio repeticion de la prueba, las imagenes se realizaron mediante:

-Repeticion automatica (Auto-Repeat): formato que repite los parametros mas relevantes de

posicionamiento a partir de una tomografia previamente adquirida en ese paciente.
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- Alineacion automética (Auto-Alignmen): el instrumento coloca de manera dinamica el
patron de tomografia en el mismo lugar que la tomografia guardada anteriormente del mismo

tipo para el mismo ojo

3.6. ANALISIS GENETICO

3.6.1. Obtencidn de muestras bioldgicas para almacenamiento en biobanco

La muestra de DNA se obtuvo mediante raspado de la mucosa bucal de los pacientes. El

protocolo que seguimos para la recogida de la muestra fue el siguiente:

1.- Esperar al menos una hora después de la tltima comida.

2.- Aclararse la boca con agua, para eliminar cualquier resto de alimento.

3.- Esperar diez minutos después de aclararse para recoger la muestra.

4.- Realizar el raspado de la mucosa bucal mediante torundas estériles.

5.- Utilizar guantes, no necesaria esterilidad.

6.- Mantener en hielo, hasta que se congele. Las muestras extraidas se mantuvieron a -80°C

hasta su utilizacién.

3.6.2. Extraccidn, analisis, amplificacion y secuenciacion del DNA
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La extraccion de DNA se realizé en el equipo MagNa Pure LC (Roche Diagnostics GMBH,
Alemania), usando el kit comercial MagNa Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche
D Diagnostics GMBH, Alemania). Siguiendo las indicaciones de la casa comercial,
previamente a la extraccion de DNA, las torundas fueron sometidas a digestion con
Proteinasa K durante 24 horas a 55° C. EI DNA extraido se cuantifico por espectrofotometria
a 260 nm en un Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Espafia) y se comprobd su pureza

calculando el ratio 260/280.

El DNA se amplificé usando Tagman OpenArray Master Mix en el Gene Amp PCR System

9700 (ambos de Life Technologies, Carlsbad, CA) siguiendo indicaciones del fabricante.

El andlisis de los SNPs se llevd a cabo mediante PCR en tiempo real en el formato de
microarray utilizando la plataforma Open Array Real-Time PCR System, utilizando un panel
especifico para los SNPs propuestos en el estudio. Los polimorfismos se analizaron con el
sistema de genotipado Open Array en el QuantStudio 12 K Flex de Life Technologies,
siguiendo indicaciones del proveedor. Los resultados fueron posteriormente analizados con

el Tagman Genotyper Software (Life Technologies) (Julian Pérez).

Ademas se realiz6 una extraccion de ADN de raspado de mucosa bucal para almacenamiento
de muestras bioldgicas en biobanco hospitalario, que permitiria disponer de muestras de
casos y controles (sanos) para investigaciones futuras. Para ello los pacientes firmaron un

consentimiento informado extendido (Anexos I11y 1V).
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3.7. ANALISIS ESTADISTICO

3.7.1. Célculo del tamafio muestral

Se recogieron las siguientes variables:

Para el célculo del tamafio muestral nos basamos en los datos obtenidos en estudio previo
realizado por el grupo de Cruz Gonzéalez. Seleccionando un caso por cada control, contando
con una potencia del 80% y un nivel de confianza del 95% y unas pérdidas del 5%,
consideramos la situacion mas desfavorable de los polimorfismos estudiados, y se estimo un

tamafio muestral de 394 pacientes (197 casos y 197 controles)

3.7.2. Tipo de estudio realizado

Se realizo un estudio descriptivo de la muestra incluida en el estudio que cumplia los criterios

de seleccidn, estratificando por edad, sexo y grupo diagndstico (casos y controles).

3.7.3. Andlisis de variables

Las variables cuantitativas se analizaron mediante su media, mediana, desviacion estandar,

minimo, maximo y el nimero total de pacientes.

Para la comparacion de las variables cuantitativas continuas se utilizaron test paramétricos

(T deStudent) o no paramétricos (Test de U de Mann-Whitney) segun correspondia.
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Las variables cualitativas se describieron mediante su distribucion de frecuencias absolutas
y relativas. Las variables categoricas se compararon usando el test de chi-cuadrado o test

Exacto de Fisher segun correspondia.

La magnitud de la asociacion se expresdé mediante la Odds Ratio (OR) y su intervalo de
confianza al 95%. Se utilizd un nivel de significacion estadistica de 0.05. El analisis

estadistico se realizé con SPSS 8 version 19.0 SPSS Inc., Chicago, IL.
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4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Seleccionamos de forma consecutiva 400 pacientes que cumplian con los criterios de
inclusion: 197 pacientes con DMAE exudativa y 203 pacientes sanos como grupo control.
Tuvimos 17 pérdidas a lo largo del proceso del estudio, por lo que finalmente incluimos un
total de 187 pacientes con DMAE exudativa y 196 pacientes controles (383 pacientes en

total).

Muestra inicial

400 pacientes

Excluidos/perdidos 17 pacientes

Pacientes incluidos 383 pacientes

187 DMAE 196 controles

Gréfico 1. Flujo de pacientes del estudio.
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4.2. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS

4.2.1. Sexo y edad

En el estudio incluimos 149 hombres (38.9%) y 234 mujeres (61.1%) siendo ambos grupos

homogéneos (p 0,564).

La edad media fue de 74.97 afos; siendo de 79.07 afios en el grupo de pacientes con DMAE
exudativa y de 71.06 afios en el grupo de pacientes control. La desviacién estandar fue de
8.28 afios y el rango de edad estuvo comprendido entre los 55 y los 95 afios. La mediana fue

de 74 afios.
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Gréfico 2. Gréfico de caja y bigotes con representacion de la edad por grupos.
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Si bien la distribucion de los participantes por género entre casos y controles fue similar, en
cuanto a la edad los controles si presentaron una menor edad respecto a los casos, con

diferencias estadisticamente significativas (P < 0.001). (Tabla 6).

Total GRUPO Contraste

de
Control DMAE hipotesis

n=383 n=196 n=187

75.0+-8.3 | 79.1+-7.9 | 71.1+-6.6
53-95 53-95 55-90
Hombres 149 79 70 p=0.564
38.9 40.3 374
Mujeres 234 117 117
61.1 59.7 62.6

Tabla 6. Distribucion de sexo y edad por grupo; valor p de significacion estadistica:

Sexo (test de chi-cuadrado), edad (test T-student); DE (desviacion estandar).

4.2.2. Lateralidad

De todos los pacientes afectados por DMAE exudativa, hubo un total de 22 ojos derechos

(22%), un total de 41 ojos izquierdos (10.7%) y 124 ojos con afectacion bilateral (32.4%).
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4.3. ANTECEDENTES PERSONALES SISTEMICOS

4.3.1. Tabaco

En cuanto al habito tabaquico, del total de la muestra analizada, 248 pacientes (64.8%) nunca
habian fumado, 95 de ellos afirmaron ser exfumadores (24.8%), y 40 (10.4%) fumaban en el
momento del diagndstico. Estudiando los datos por grupos, en el grupo de pacientes con
DMAE hubo un total de 121 pacientes (64.7%) que no habian fumado nunca, 44 exfumadores
(23.5%) y 22 pacientes (11.8%) que fumaban en el momento del diagndstico. No

encontramos diferencias entre grupos (p 0,654). (Gréfico 3, Tabla 7).

4.3.2. Dislipemia

Del total de pacientes incluidos en el estudio, 228 (59.5%) de ellos presentaban dislipemia,
de los cuales 123 pacientes correspondian al grupo de DMAE (65.8% de los pacientes con
DMAE). Se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de

dislipemia y la DMAE (p 0,015). (Gréafico 3, Tabla 7).

4.3.3. Hipertension arterial

Del total de pacientes analizados, 210 (54.8%) padecian HTA. Estudiando los datos por
grupos, 123 de estos pertenecian a pacientes con DMAE (65.8%). Se encontrd una asociacion
estadisticamente significativa entre la presencia de HTA y la DMAE (p <0.001). (Gréfico 3,

Tabla 7).
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4.3.4. Diabetes mellitus

De todos los pacientes incluidos en el estudio, 93 presentaron diabetes mellitus (24.3%), y
analizando por grupos, 42 de ellos pertenecian al grupo de DMAE (22.5% de los pacientes
con DMAE). No se encontraron diferencias significativas entre grupos (p 0,417). (Gréfico 3,

Tabla 7).

4.3.5. Accidente cerebrovascular

Del total de la muestra, 25 pacientes (6.5%) refirieron haber tenido un accidente
cerebrovascular (ACV). Estudiando por grupos, 17 de estos pacientes correspondian a
pacientes con DMAE (9.1% de los pacientes con DMAE). Las diferencias fueron
significativas, con una asociacion entre la DMAE vy la presencia de algin evento

cerebrovascular (p 0,047). (Grafico 3, Tabla 7).

4.3.6. Depresion

Del total de la muestra, 47 pacientes (12.3%) presentaban depresion, siendo 31 de ellos
pacientes con DMAE (16.6% de los pacientes con DMAE). Se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre grupos, con un valor p de 0,012. (Grafico 3, Tabla 7).

4.3.7. Cancer
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De manera global, 40 pacientes del estudio presentaban antecedentes de cancer (10.5%).
Analizando por grupos, 21 de los pacientes con DMAE (11.4% de los pacientes con DMAE)
afirmaron tener antecedente de esta patologia. Analizando por tipo de céncer, 22 de los
tumores fueron cancer de mama y prostatico, 7 tumores de colon, 2 canceres de pulmon, 6
leucemias, 1 tumor vesical, 1 melanoma. No hubo diferencias entre grupos (p 0,598).

(Gréfico 3, Tabla 7).

4.3.8. Enfermedades reumatolégicas

Del total de pacientes incluido en nuestro estudio, 13 (3.4%) confirmaron tener enfermedades
reumatoldgicas (artritis reumatoide, espondilitis anquilosante...). Estudiando los resultados
por grupos, 10 de ellos eran pacientes con DMAE (5.3% de los pacientes con DMAE). La

asociacion fue significativa (p 0,039). (Grafico 3, Tabla 7).

4.3.9. Enfermedades neurodegenerativas

De manera global, sélo 4 pacientes del estudio (1%) afirmaron padecer enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer en los cuatro casos). Los 4 casos correspondieron a pacientes
con DMAE (2.1% del total de pacientes con DMAE). No hubo diferencias significativas

entre grupos (p 0,056). (Grafico 3, Tabla 7).

4.3.10. Enfermedades cardiovasculares
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Analizando la presencia de enfermedades cardiovasculares, (dentro de las que se incluyeron
eventos isquémicos cardiacos), del total de la muestra, 73 pacientes presentaron algin evento
isquémico cardiaco (19.1%). Analizando por grupos, 44 de estos pacientes pertenecian al
grupo de casos (23.7% del total de pacientes con DMAE). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos, con un valor p 0,033. (Grafico 3, Tabla

7.

4.3.11. Hipotiroidismo

Del total de la muestra, 36 pacientes (9.4%) padecian hipotiroidismo, y estudiando los
resultados por grupos, 20 de ellos correspondian a pacientes con DMAE (10.7% de los
pacientes con DMAE). No se encontré una asociacion estadisticamente significativa (p

0,396). (Grafico 3, Tabla 7).
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GRUPO

CONTROL
n=196

DMAE
n=187

Contraste

de
hipdtesis

Fumador nunca n 248 127 121
% 64,8% 64,8% 64,7%
exfumador n 95 51 44
% 24.,8% 26,0% 23,5%
fumador n 40 18 22
% 10,4% 9,2% 11,8% p=0,654
No n 155 91 64
% 40,5% 46,4% 34,2%
Si n 228 105 123
% 59,5% 53,6% 65,8% p=0,015
No n 173 109 64
% 45,2% 55,6% 34,2%
Si n 210 87 123
% 54,8% 44,4% 65,8% p=< 0.001
No n 290 145 145
% 75, 7% 74,0% 77,5%
Si n 93 51 42
% 24.,3% 26,0% 22,5% p=0,417
No n 358 188 170
% 93,5% 95,9% 90,9%
Si n 25 8 17
% 6,5% 4,1% 9,1% p=0,047

Tabla 7.1. Distribucion de patologia sistémica por grupos, y valor p de significacion

estadistica (test de chi-cuadrado).
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GRUPO Contraste

CONTROL DMAE de
n=196 n=187 hipétesis

Cancer No n 341 177 164
% 89,5% 90,3% 88,6%
Si n 40 19 21
% 10,5% 9,7% 11,4% p=0,598
No n 306 164 142
% 80,7% 85,0% 76,3%
Si n 73 29 44
% 19,3% 15,0% 23,7% p=0,033
Alzheimer No n 379 196 183
% 99,0% 100,0% 97,9%
Si n 4 0 4
% 1,0% ,0% 2,1% p=0,056
Hipotiroidismo No n 347 180 167
% 90,6% 91,8% 89,3%
Si n 36 16 20
% 9,4% 8,2% 10,7% p=0,396
Depresion No n 336 180 156
% 87, 7% 91,8% 83,4%
Si n 47 16 31
% 12,3% 8,2% 16,6% p=0,012
Enf.reuma No n 370 193 177
% 96,6% 98,5% 94, 7%
Si n 13 3 10
% 3,4% 1,5% 5,3% p=0,039

Tabla 7.2. Distribucion de patologia sistémica por grupos, y valor p de significacion

estadistica (test de chi-cuadrado).
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4.4. ANTECEDENTES OFTALMOLOGICOS

4.4.1. Antecedentes oftalmoldgicos personales

La mayoria de pacientes no presentaron antecedentes personales oculares, s6lo uno habia

tenido desprendimiento de retina en un ojo.

4.4.2. Antecedentes familiares de DMAE

Del total de los pacientes incluidos, 33 afirmaron tener antecedentes familiares de DMAE
(8.6%), siendo 25 de ellos pacientes con DMAE (13.4% del total de pacientes con DMAE).
Se encontr( asociacion entre la presencia de antecedentes familiares de DMAE y el desarrollo

de la enfermedad, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p 0,001). (Tabla 8)

4.4.3. Pseudofaquia

Analizamos si los pacientes estaban operados o no de catarata. Vimos un total de 239 ojos
derechos pseudofaquicos (62.4%), y 243 ojos izquierdos (63.4%). En ambos casos de
pseudofaquia, encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre grupos

(p<0.001)). (Tabla 8)
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GRUPO Contraste

CONTROL DMAE e

n=196 n=187 hipdtesis

AF DMAE No n 350 188 162
% 91,4% 95,9% 86,6%
Si n 33 8 25
% 8,6% 4,1% 13,4% p=0,001
PSEUDO OD No n 239 141 98
% 62,4% 71,9% 52,4%
Si n 144 55 89
% 37,6% 28,1% 47,6% p=<0,001
PSEUDO Ol No n 243 145 98
% 63,4% 74,0% 52,4%
Si n 140 51 89
% 36,6% 26,0% 47,6% p=<0,001

Tabla 8. Antecedentes oftalmoldgicos por grupo; valor p de significacion estadistica.

4.5. DISTRIBUCION DE LOS SNPs EN CASOS Y CONTROLES

Para el analisis de los SNPs inicialmente hicimos una comparacion entre el grupo de casos y
controles. La distribucion de los SNP por grupos de estudio se muestra en la tabla 9
comparando frecuencia, valor de p y riego relativo (OR). Sin embargo, al existir diferencias
en cuanto a la edad entre el grupo de DMAE y grupo control, realizamos un segundo analisis

ajustado por edad, siendo los resultados los que se presentan a continuacion.

45.1. Gen CFH

En el gen CFH, estudiamos tres polimorfismos SNPs diferentes: rs1410996, rs1061170 y

rs380390.
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En cuanto al SNPs rs1410996, estudiamos los alelos A/A, AIG Y G/G, y realizamos la
comparativa entre combinaciones genotipicas (A/A+A/G vs G/G y A/IG+GG vs A/A). En
pacientes con DMAE en comparacion con los controles, los anélisis mostraron que el alelo
G eramas prevalente en los primeros (P < 0.001) con un riesgo de desarrollo de la enfermedad
de hasta 7 veces mas que los controles. (OR 7.69, 95% CI 3.17-18.69), mientras que la

presencia del alelo (AA+AG) fue mas frecuente en sujetos sanos.

Asi mismo, en el SNP rs1061170, estudiamos los alelos C/C, C/G y GG, y del mismo modo
que en el anterior, realizamos comparaciones entre genotipos (C/C+T/C vs T/T y T/IC+T/T
vs C/C). El alelo C del gen CFH fue mas prevalente en pacientes con DMAE, con un riesgo
triplicado de desarrollarla (OR 3.22, 95% CI 1.93-5.40). Sin embargo, la presencia del alelo

(TC+TT) fue mas prevalente en sujetos sanos.

En el tercer SNP que estudiamos del gen CFH (rs380390), y analizamos los alelos C/C, C/G
y G/G, comparando los genotipos C/C+C/G vs G/G y C/G+GGvsC/C. Hubo diferencias entre
casos y controles en cuanto a la presencia del alelo G (CG+GG), con el doble de riesgo de
desarrollo de la enfermedad en portadores de este alelo (OR 2.52, 95% CI 1.47-4.30). (Tabla

9).

4.5.2. Gen ARMS2

El analisis del gen ARMS2, estudiamos dos polimorfismo diferentes: rs10490924 y rs

10490923.

157

Resultados



En el primero de los SNPS, analizamos los alelos G/G, G/T y T/T, comparando G/G+G/T vs
TITyG/T+T/T vs GG. Sedemostrd que el alelo T (GT+TT) era més prevalente en pacientes
con DMAE (P < 0.001) con un riesgo casi cinco veces mayor de desarrollar la enfermedad

(OR 5.49, 95% CI 3.23-9.31).

El andlisis del segundo SNP (rs10490923), conistio en el estudio de los alelos A/A, AIG y
G/G y comparamos los genotipos A/A+A/G vs G/G y A/IG+GG vs A/A. En este caso, no

encontramos diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 9).

4.5.3. Gen HTRAL

El analisis del gen HTRAL (rs11200638) consistio en el estudio de los mismos alelos que en
el ARMS2: A/A, AIG y G/G, con la comparacion de los genotipos A/A+A/G vs G/IG y

A/G+GG vs A/A.

Se vio una sobreexpresion del alelo A (AA+AG) en pacientes con DMAE (P < 0.001), con
un riesgo por 6 de presentar la enfermedad en comparacion con los controles (OR 6.44, 95%
3.62-11.47). Asi mismo, encontramos una fuerte asociacion entre rs10490924 (ARMS2) y

rs11200638 (HRTAL). (Tabla 9).

45.4. Gen CFB

Del gen CFB, analizamos un tnico polimorfismo SNP (rs 641153), con los alelos A/A, A/IG

y G/G, con la comparacion de los genotipos A/A+A/G vs G/G y A/G+GG vs A/A. En este
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caso no encontramos resultados estadisticamente significativos en ninguno de los casos.

(Tabla 9).

455. GenC2

En el analisis del SNP del gen C2 (rs9332739) en pacientes con DMAE, estudiamos los alelos
CIC, C/G y GG, y realizamos comparaciones entre genotipos (C/C+T/C vs T/T y T/IC+T/T
vs C/C). En el primer analisis que realizamo sin ajustar por edad, no obtuvimos diferencias
significativas (P=0.138). Sin embargo, una vez que hicimos el segundo analisis ajustando por
ead, los resultados mostraron una mayor prevalencia del alelo C en los enfermos (P=0.038)
con un riesgo multiplicado por 3 de desarrollar la patologia (OR 3.10, 95% CI 1.06-9.06).

(Tabla 9).

45.6. Gen C3

Del gen C3 se estudiaron tres SNPs diferentes: rs1047286, rs147859257 y rs2230199.

Del primero, se analizaron los alelos A/A, A/G y G/G, y comparamos los genotipos A/A+A/G
vs G/G y A/IG+GG vs A/A. Del SNP rs147859257, los alelos T/T los presento6 el 100% de la
muestra. Por Gltimo, del tercer SNP se estudiaron los alelos C/C, C/G y GG, y realizamos
comparaciones entre genotipos (C/C+T/C vs T/T y T/C+T/T vs C/C). No encontramos

resultados estadisticamente significativos en ninguno de los casos. (Tabla 9).

4.5.7. Enfermedad unilateral frente bilateral
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El hecho de que la enfermedad se presentase de forma uni o bilateral no mostro diferencias

significativas entre grupos. (Tabla 10).
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Tabla 9. Distribucion de los SNPs por grupo de estudio (DMAE exudativa y grupo control).

GENES

CFH

CFH

CFH

ARMS2

ARMS2

HTRA1

CFB

C2

C2

C3

C3

C3

CONTROL .
POLIMORFISMO ALELOS pvalor GENOTIPO QR sin Intgrvalo de P valor : (0] Intgrvalo de P valor
S n =196 ajustar confianza 95% adjustada confianza 95%
n
A/A 44 24.9 8 4.5
rs1410996 AlG 65 36.7 52 29.2 | <0.001 |A/A+A/Gvs G/G| 0.32 0.21 0.49 | <0.001 0.31 0.19 0.51 | <0.001
G/G 68 38.4 118 66.3 A/IG+G/G vs A/A| 7.03 3.20 15.44 | <0.001 7.69 3.17 18.69 | <0.001
CIC 21 11.5 56 32.2
rs1061170 T/C 66 36.3 71 40.8 | <0.001 | C/C+T/CvsTIT | 2.95 1.89 4,60 | <0.001 3.22 1.93 5.40 | <0.001
T/T 95 52.2 47 27.0 T/C+T/Tvs C/C | 0.27 0.16 0.48 | <0.001 0.28 0.15 0.53 | <0.001
CIC 82 48.5 44 27.7
1380390 C/IG 61 36.1 52 32.7 <0.001 C/IC+C/G vs G/IG| 0.27 0.16 0.47 | <0.001 0.31 0.17 0.57 | <0.001
G/IG 26 15.4 63 39.6 C/IG+G/Gvs C/C| 2.46 1.55 3.90 |<0.001 2.52 1.47 4.30 0.001
G/G 140 75.7 71 39.7
rs10490924 G/IT 39 21.1 72 40.2 | <0.001 |G/G+G/TvsT/T| 0.13 0.05 0.32 | <0.001 0.09 0.03 0.26 | <0.001
T/T 6 3.2 36 20.1 G/T+T/Tvs G/IG| 4.73 3.02 7.42 | <0.001 5.49 3.23 9.31 | <0.001
A/A 3 1.6 3 1.7
rs10490923 AlG 39 21.2 28 155 | 0.368 [A/A+A/Gvs G/G| 0.70 0.42 1.17 0.174 0.71 0.39 1.29 0.260
G/G 142 77.2 150 82.9 A/G+G/G vs A/A| 0.98 0.20 4.94 1 0.92 0.16 5.43 0.931
A/A 7 4.1 35 21.9
rs11200638 AlIG 25 14.5 53 33.1 | <0.001 |A/A+A/Gvs G/G| 5.35 3.26 8.77 <0.001 6.44 3.62 11.47 | <0.001
G/G 140 81.4 72 45.0 A/G+G/G vs A/A| 0.15 0.06 0.35 <0.001 0.12 0.05 0.30 <0.001
A/A 7 3.9 8 4.4
rs641153 G/A 25 13.8 16 8.8 0.316 |A/A+A/Gvs G/G| 0.71 0.39 1.26 0.24 0.55 0.28 1.06 0.075
G/G 149 82.3 158 86.8 A/IG+G/G vs A/A| 0.875 0.31 2.46 0.80 1.25 0.38 4.15 0.715
C/C 0 0.0 1 0.5
19332739 CIG 7 3.6 13 7.0 0.138 CIC+C/G vs G/G| 2.15 0.85 5.45 0.1 3.10 1.06 9.06 0.038
G/IG 186 96.4 173 925 CIG+G/G vs C/C ne 0.49
G/G 153 81.8 158 90.3
rs547154 GIT 28 15.0 16 9.1 0.043 |G/G+G/TvsTIT| 5.77 0.69 48.40 0.12 6.71 0.69 65.70 | 0.102
T/T 6 3.2 1 0.6 G/T+T/Tvs G/G| 0.48 0.26 0.90 0.02 0.38 0.19 0.78 0.009
A/A 12 6.9 9 5.3
rs1047286 AlG 35 20.2 52 30.4 0.09 |A/A+A/IGvs G/G| 1.49 0.94 2.35 0.089 1.46 0.86 2.47 0.158
G/G 126 72.8 110 64.3 AIG+G/Gvs A/JA| 1.34 0.55 3.27 0.517 1.15 0.41 3.20 0.792
rs147859257 T/T 194 |100.0| 186 100.0
C/C 14 7.8 10 5.7
152230199 C/IG 46 25.6 61 35.1 0138 C/IC+C/Gvs G/G| 1.38 0.89 2.13 0.146 1.56 0.94 2.57 0.083
G/IG 120 66.7 103 59.2 C/G+G/Gvs C/C| 1.38 0.60 3.20 0.447 0.94 0.36 2.47 0.893
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Unilateral Bilateral
%

Polimorfismos Alelos

A/A 3 5 5 4,2
CFH rs1410996 A/G 17 28,3 35 29,7 0,962
G/G 40 66,7 78 66,1
c/C 20 35,7 36 30,5
CFH rs1061170 T/C 22 39,3 49 41,5 0,783
T/T 14 25 33 28
C/C 13 26 31 28,4
CFH rs380390 C/G 15 30 37 33,9 0,745
G/G 22 44 41 37,6
G/G 31 51,7 40 33,6
ARMS2 rs10490924 G/T 20 33,3 52 43,7 0,063
T/T 9 15 27 22,7
A/A 0 0 3 2,5
ARMS2 rs10490923 A/G 9 15,3 19 15,5 0,475
G/G 50 84,7 100 82
A/A 8 13,8 27 26,5
HRTA1 rs11200638 A/G 18 31 35 34,3 0,085
G/G 32 55,2 40 39,2
A/A 4 6,7 4 3,3
CFB rs641153 G/A 5 8,3 11 9 0,575
G/G 51 85 107 87,7
c/C 0 0 1 0,8
Cc2 rs9332739 C/G 2 3,3 11 8,7 0,299
G/G 59 96,7 114 90,5
G/G 52 86,7 106 92,2
Cc2 rs547154 G/T 7 11,7 9 7,8 0,261
T/T 1 1,6 0 0
A/A 4 7,1 5 4,3
c3 rs1047286 A/G 18 32,1 34 29,6 0,667
G/G 34 60,7 76 66,1
c3 rs147859257 T/T 60 100 126 100 1
C/C 4 6,8 6 5,2
c3 rs2230199 C/G 24 40,7 37 32,2 0,441
G/G 31 52,5 72 62,6

Tabla 10. Comparacion de polimorfismos en DMAE exudativa unilateral y bilateral.
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4.6. COMPARACION ENTRE NUESTROS RESULTADOS Y BASES
DE DATOS EUROPEAS

También realizamos una comparacion entre los resultados obtenidos en nuestro estudio y los
obtenidos en estudios europeos. Los datos internacionales, los obtuvimos a partir de una base
de datos europea publica (https://www.ensembl.org/). (Tabla 11, Gréaficos 8-11).
Comparando nuestros resultados con los obtenidos de las bases de datos espafiolas y
europeas, encontramos que existen diferencias en algunos polimorfismos. Sin embargo, esto
no es de extrafiar si tenemos en cuenta que nuestro estudio no supone una muestra
representativa de la poblacion espafiola (que incluye pacientes sanos y pacientes con DMAE),
sino una muestra seleccionada de casos sanos para poderlos comparar con los casos con

DMAE.
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Tabla 11. Comparacion de los resultados de nuestro estudio con los resultados de bases Espafiolas y Europeas.
CONTROL

Espafa* S guropar  ChF

GENES POLIMORFISMOS ALELOS n =196 cuadrado cuadrado
% test ) test
A/A 44 249 8 45 19,6 17,7
CFH rs1410996 AIG 65 36,7 52 29,2 52,3 <0.001 49,7 0,002
G/G 68 38,4 118 66,3 28 32,6
C/C 21 11,5 56 32,2 10,3 15,3
CFH rs1061170 T/C 66 36,3 71 40,8 36,4 0,855 41,7 0,036
T/IT 95 52,2 47 27 53,3 42,9
C/C 82 48,5 44 27,7 46,7 38
CFH rs380390 CIG 61 36,1 52 32,7 42,1 0,122 445 0,018
G/G 26 15,4 63 39,6 11,2 17,5
G/G 140 75,7 71 39,7 69,2 64
ARMS2 rs10490924 GIT 39 21,1 72 40,2 28 0,11 33 0,003
T/T 6 3,2 36 20,1 2,8 3
A/A 3 1,6 3 1,7 0,9 2,8
ARMS?2 rs10490923 AlG 39 21,2 28 15,5 18,7 0,379 20,5 0,623
G/G 142 77,2 150 82,9 80,4 76,7
A/A 7 4,1 35 21,9 2,8 3
HTRA1 rs11200638 AlG 25 14,5 53 33,1 27,1 0,001 32,8 <0.001
G/G 140 81,4 72 45 70,1 64,2
A/A 7 3,9 8 4.4 1,9 1,2
CFB rs641153 G/A 25 13,8 16 8,8 19,6 0,028 14,9 0,004
G/G 149 82,3 158 86,8 78,5 83,9
CI/C 0 0 1 0,5 0 0,4
C2 rs9332739 CIG 7 3,6 13 7 2,8 0,486 8,5 0,015
G/G 186 96,4 173 92,5 97,2 91,1
G/G 153 81,8 158 90,3 77,6 83,5
C2 rs547154 GIT 28 15 16 9,1 20,6 0,082 15,3 0,042
T/T 6 3,2 1 0,6 1,9 1,2
A/A 12 6,9 9 5,3 10,3 1,2
(0K] rs1047286 AlG 35 20,2 52 30,4 26,2 0,037 11,5 <0.001
G/G 126 72,8 110 64,3 63,6 87,3
(0K] rs147859257 T/T 194 100 186 100 100 99,6
C/C 14 7,8 10 5,7 11,2 5,6
(OK] rs2230199 CIG 46 25,6 61 35,1 33,6 0,008 33 0,069
G/G 120 66,7 103 59,2 55,1 61,4
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Grafico 8. Comparacién de nuestros resultados de los SNPs
rs1047286, rs10490923, s11200638, rs1410996 y rs641153 con
los de bases de datos europeas en funcion de los alelos
AA/AG/GG.
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Gréafico 9. Comparacion de nuestros resultados de los SNPs
10490924 y rs547154 con los de bases de datos europeas en
funcién de los alelos GG/GT/TT.



Comparacidn con bases de datos europeas

100 100

90

80

70

60

50 mC/C
40 T/C
30 uT/T
20

" Nl []

; ||

0

=N W sy N 00 W
o o o o o O o © O

Controles DMAE Espafia Europa Controles DMAE Espafia Europa
rs1061170 rs147859257
CFH 3
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47. FRECUENCIA DE EXPRESION DE MULTIPLES
POLIMORFISMOS SNP DE RIESGO LOCALIZADOS EN CFHR1,
ARMS2, HTRA1Y CFH EN LA DMAE EXUDATIVA

De los 383 pacientes incluidos en el estudio, seleccionamos 130 casos de DMAE y 140
controles de los cuales habiamos obtenido datos completos de los polimorfismos a

estudio: CFHR1, ARMS2, HTRA1 Y CFH (Grafico 12).

Estudio previo (estudio trasversal, HUFA,2015-2018, casos DMAE
exudativa y controles sanos)

l

383 pacientes (DMAE 187) | |:> 270 pacientes (DMAE 130)
ﬂ 5 SNPs
12 SNPs de riesgo
] CFHRI (rs1061170, rs1410996, rs380390)
Extraccion de DNA: mucosa oral. Analisis de los SNPs: ARMS2 (rs10490924)
plataforma Open Array. HTRAI (rs11200638)
!
| 5SNPS p <0.05 |

Gréfico 12. Diagrama en el que se presenta de manera esquematica el procedimiento

empleado en este segundo estudio.

4.7.1. Analisis de la frecuencia de expresion de SNPs

Los pacientes con DMAE exudativa mostraban un polimorfismo de riesgo en el 3.1% de
los casos (17.9% controles), 2 polimorfismos de riesgo 16.9 (21.4% controles), 3
polimorfismos 5.4 % (11.4% controles), 4 polimorfismos 44.6% (42.1% controles) y 5
polimorfismos 30% (7.1% controles), con diferencias estadisticamente significativas

(p<0.001). (Tabla 13).

Resultados



Ps alterado ontro % DMA % ota %
25 (17.9%) 4 (3.1%) 29 (10.7%)
30 (21.4%) 22 (16.9%) 52 (19.3%)
16 (11.4%) 7 (5.4%) 23 (8.5%)
/ 59 (42.1%) 58 (44.6%) 117 (43.3%)
10 (7.1%) 39 (30%) 49 (18.1%)
ota 140 130 170

Tabla 12. Anélisis de la frecuencia de expresion de los SNPs.

4.7.2. Media de expresion de los SNPs alterados e incremento del riesgo de desarrollo

de DMAE

La media de expresion de SNPs en los pacientes con DMAE fue de 3.8154+- 1.1329,

frente a 2.9929+-1.2835 en los controles. Ademas se vio que el riesgo de presentar DMAE

se incrementa en 1.7 veces (IC95% 1,402 -2.143) por cada SNP alterado.
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Gréfico 13. Media de la frecuencia de los SNPs alterados.
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5. DISCUSION

5.1. INTRODUCCION

Desde el punto de vista genético, el estudio de la DMAE es complicado, lo que se
denomina «proceso complejo» ya que es el resultado de la interaccion de multiples locus
(no solo genes especificos) y factores ambientales higiénico-dietéticos sin un patrén de

herencia mendeliana (como ocurre en las enfermedades monogénicas) 3223,

Se ha descrito una etiologia multifactorial, con influencia de factores ambientales y

factores genéticos.

La influencia de la genética en la DMAE se ha podido investigar mediante estudios
familiares y en gemelos. El riesgo atribuible a los factores genéticos es del 46-71%.
Estudios de gemelos han demostrado que la heredabilidad para la DMAE es del 45%.
Familiares de primer grado de pacientes con DMAE, comparados con pacientes
familiares de primer grado sin la enfermedad, tienen un riesgo incrementado de desarrollo

de la enfermedad, asi como debut a edad mas joven31%°,

Las variaciones genéticas mas frecuentemente asociadas al riesgo desarrollar DMAE son
los polimorfismos SNPS (Single Nucleotide Polymorphism) o polimorfismos de un
nucleotido sencillo. Consisten en la variacion de una sola base en la secuencia de ADN,
que afecta a mas de un 1% de la poblacién. No son una causa directa de la enfermedad,
pero influyen en la codificacion y traduccién de la proteina, siendo por tanto, factor

predisponente o protector del desarrollo de la enfermedad®.
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El gran avance en el estudio gendmico de las enfermedades en general, y de la DMAE en
particular, se pudo llevar a cabo con los estudios de genoma completo o GWAS (Genome

Wide Association Studies).

Los estudios de asociacion de genoma completo se basan en la investigacion genética
para asociar variaciones genéticas especificas con determinadas enfermedades. Esto
supone el analisis del genoma de muchas personas distintas y la busqueda de marcadores
genéticos que se puedan utilizar para predecir la presencia de una enfermedad. Una vez
que dichos marcadores genéticos son identificados, se podrian utilizar para comprender
cémo los genes contribuyen a la enfermedad y desarrollar mejores estrategias de

prevencion y tratamiento40-141,

Este nuevo método de investigacion es el responsable de la gran avalancha de
descubrimientos de factores de riesgo genético en enfermedades comunes que ha salido
de los laboratorios en los udltimos afios. Se aparean pacientes comparables con
determinada enfermedad, en este caso la DMAE, y pacientes sanos. Se analiza todo el
genoma utilizando polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), intentando encontrar un

lugar en el que haya una diferencia constante.

Lo extraordinario y la novedad de este tipo de estudios, es que no nos limita al estudio y
a la busqueda de un Unico gen candidato, sino que todo el conjunto de genes serian
candidatos4%14,

Empleando este tipo de estudio, actualmente se ha podido demostrar una asociacion
directa entre SNPs de los genes CFH, ARMS2 y HTRAL y la DMAE. Sin embargo,

debido a que la DMAE no sigue una herencia mendeliana, como se ha explicado, esto
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implica un incremento en la susceptibilidad de presentar la enfermedad, pero no que sean

la causa de la enfermedad.

5.2. GEN FACTOR H DEL COMPLEMENTO (CFH)

El gen CFH esta localizado en el brazo corto (q) del cromosoma 1, en una region conocida
como 1qg31. Fue el primer gen en asociarse con la DMAE, y se considera el gen con mayor

evidencia de riesgo en el desarrollo de la DMAE.

Es un factor regulador inhibitorio de la cascada del complemento y ha sido recientemente

cuando se ha identificado como gen mayor de susceptibilidad genética®#?-14°,

En el Rotterdam Eye Study, se demostré que este gen esta asociado con todas las fases
de la DMAE. Hageman y su equipo descubrieron que el CFH y el C3b/ic3B se encuentran
en las drusas, y que suponen una superficie de activacién de la cascada inflamatoria del

complemento entre las drusas y la membrana de Bruch?’.

Los estudios genéticos llevados a cabo sobre la DMAE, han demostrado que existe una
susceptibilidad genética en los loci de los cromosomas 1g31 y 10g26. El polimorfismo
Y402H (rs 1061170), localizado en un lugar de fijacion para la proteina C reactiva se ha
propuesto como el principal causante. Esta variante va a alterar la capacidad de unién
del CFH a las proteinas de las células del EPR y de la coroides, evitando la inhibicion del

complemento de la degradacion de estas proteinas>%-1%°,

Este polimorfismo ha sido ampliamente estudiando, demostrando en Asia, Norte de India,
Tunez, Francia, Europa Central, Hungria, Polonia, Brasil, Méjico y Africa que el alelo C

de la variante Y402H del gen CFH, tiene una fuerte asociacion a la DMAE.
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Llamativamente hay una excepcién en la que esta asociacion no se ha encontrado, y es en

la poblacion japonesal®’16,

Los SNPs mas estudiados del gen CFH han sido rs 3753394, rs 529825, rs 800292, rs
3766404, rs 203674, rs 3753396, rs 1065489. Todos estos SNPs estan localizados en

regiones importantes del gen CFH, incluyendo la region promotora del mismo.

El estudio llevado a cabo por Edwars et al. investigo el locus (ARMDZ1) en el cromosoma
1g25-31, y encontraron una asociacion significativa en este locus, en el cual se encuentra
la regién codificante del gen CFH y del polimorfismo tirosina-402-histidina-402, que se

vio asociado a un incremento de 3 veces del riesgo de desarrollar DMAE®®,

Haines encontré también que este polimorfismo (Y402H) incrementaba el riesgo de

DMAE’,

Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos por Ho en una poblacion china.
Bergeron-Sawitzke genotipd SNPs de 424 pacientes con DMAE, y 215 controles sanos,
descubriendo que el genotipo G (rs1410996) del gen CFH, estaba asociado a un

incremento del riesgo en el desarrollo de DMAE multiplicado por siete veces'®816°,

Ho et al. demostraron que los portadores de CT y del alelo C para el gen Y402H estaban
asociados a un mayor riesgo de desarrollar DMAE. Ademas, los portadores del haplotipo
AT eran mas candidatos al desarrollo de la retinopatia que los portadores del haplotipo

GT™,
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Wau et al. llevaron a cabo un metaanalisis para clarificar la relacion entre los SNPs del gen
CFH (rs1061170 y rs1410996) y la DMAE. Concluyeron que ambos estaban implicados

en un incremento del riesgo en el desarrollo de DMAE!.

En Espafia, este gen ha sido ampliamente estudiado.

En el afio 2006, De la Fuente realiz6 un estudio genético del polimorfismo Y402H en una
poblacion espafiola. Para ello selecciona una muestra de 140 pacientes con DMAE
exudativa y 35 pacientes con DMAE atréfica; pareados por edad y sexo con 119 pacientes

sanos'’t.

En el estudio encontr6 una fuerte asociacion entre el alelo C de 402H y la DMAE atrofica
(OR 3.3 p<0.05) y el genotipo CC (OR 5.2 p<0.05). Sin embargo, en el caso de la DMAE
exudativa mostré una positiva pero menor asociacion con los alelos de riesgo que la

DMAE atrofica (OR 2.03 para el alelo C; y OR 2.4 para el genotipo CC)*".

En el 201, Brion et al. publicaron un estudio prospectivo en una poblacion espariola en el
que incluyo a 353 pacientes con DMAE avanzada (225 con DMAE atrdfica, 57 con
DMAE neovascular, y 71 con DMAE mixta) y 282 pacientes controles, en el que
investigo los factores genéticos de riesgo en el desarrollo de la DMAE. En este estudio

confirmaron la asociacion entre los genes ARMS2 y CFH y la DMAE!"2,

En el caso del gen CFH, estudiaron 7 SNPs y separaron los resultados de cada SNP en
funcion de si se trataba una DMAE avanzada, exudativa, atrofica o mixta. Encontraron
diferencias significativas en todos: rs800292, rs3766404, rs1329421, rs1831282,

rs12144939, rs2284664, rs1329428 (p<0.05).
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Encontraron también que el alelo T del SNP rs1329421 era factor de riesgo y que el alelo
A del SNP rs1329428, era factor protector. Ademé&s descubrieron dos nuevas
asociaciones genéticas con la DMAE: una variante en la region 3' UTR del gen FGF2
(rs6820411), que se vio muy asociada con la DMAE atréfica y el SNP rs3112831 del gen

ABCA4",

Cruz-Gonzélez et al., realizaron un estudio en el que incluyeron a 101 pacientes con
diagnédstico de DMAE vy 91 pacientes control sanos. Analizaron los polimorfismos SNP
del gen CFH rs1410996, ARMS2rs 10940923 y HTRA1 -625. Encontraron una mayor
proporcion de DMAE en los pacientes que expresaban de manera simultanea los alelos
GG en CFH (rs1410996) y ARMS2 TT (rs10940923) (p<0.05; OR 7.742); los alelos
ARMS2 TT (rs10940923) y HTRA1-625 TT (p<0.001; OR 9.006); los alelos CFH GG
(rs1410996), ARMS2 TT (rs1040923) and HTRAL -625 GG (p0.043; OR: 6.702) y el

alelo HTRA1-625 TT (p<.001; OR: 9.006)"3,

Dos afios mas tarde publicé otro estudio con un total de 101 pacientes caucasicos (74 con
DMAE humeda y 27 con DMAE seca) y analizaron los polimorfismos rs1410996 del gen
CFH, rs10940923 de ARMS2, rs833061 y rs699947 de VEGFA y rs2071559 de VEGFR.
Trataron de investigar si existian diferencias entre SNPs en los dos tipos de DMAE (seca
y exudativa). No encontraron diferencias significativas entre ambos tipos de DMAE, pero
si encontraron que los alelos de riesgo estaban mas presentes en los pacientes con DMAE

exudatival™,

Martinez-Barricarte et al. realiz6 un estudio transversal en el que incluyd 259 pacientes y
191 pacientes controles de origen espafiol. Centraron el estudio en el analisis del gen CFH

con el SNP CFH 402His como factor de riesgo en el desarrollo de la DMAE, y el analisis
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de dos SNPs portadores de la delecion de R1 y R3 de los genes CFH1y CFHR3
(A CFHR3-CFHR1). Con su estudio, mostraron por primera vez la existencia de una
fuerte asociacion entre el haplotipo CFHR1*Ay la DMAE (OR 2.08 p<0.0001) Ademas
explicaron, como existe un vinculo entre CFHR1*Ay un desequilibrio en el alelo
CFH 402His, lo que favoreceria la aparicion de nuevas variantes genéticas en el gen 1931,
y con ello, mas factores de riesgo aun por conocer implicados en el desarrollo de la
DMAE. Martinez-Barricarte y su grupo, tomando como referencia la poblacion espafiola,
concluyeron que el andlisis del genotipo de CFHRL1, aportaba la suficiente informacion

para valorar el riesgo individual de desarrollar DMAE?,

Montserrat Garcia y su grupo realizaron un estudio de casos y controles espafioles con
130 pacientes diagnosticados de DMAE y 96 pacientes controles sanos, en el que
analizaron la relacion entre multiples polimorfismos SNPs del gen CFH (rs3753394,
rs529825, rs800292, rs3766404, rs203674, rs10671170, rs3753396 y rs1065489) con la
DMAE. El estudio mostro que los haplotipos CGG (rs3753394, rs529825 y rs800292) y
GCAG (rs203674, rs1061170, rs3753396 y rs1065489) tenian una asociacion
estadisticamente significativa con la DMAE, mientras que los haplotipos CAA
(rs3753394, rs529825 y rs800292) y TTAG (rs203674, rs1061170, rs3753396 y
rs1065489) resultaron ser protectores. Encontraron pequefias diferencias entre pacientes
con DMAE atrofica frente a pacientes con DMAE neovascular; sin embargo estas

diferencias no fueron significativas'’®.

Todos los estudios realizados en los ultimos afios, han demostrado que existen diferencias
significativas entre los SNPs del gen CFH entre razas. Por ejemplo, se ha visto que el

alelo G del SNP rs 1061170 o que el alelo G del SN rs 203674 estan muy asociados a la
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DMAE en pacientes Caucasicos y en pacientes espafioles en concreto. Sin embargo, en

Japoneses y en poblacion China, esta asociacion no ha resultado ser significativa®’’.

En el presente estudio, analizamos tres polimorfismos SNPs del gen CFH, y encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles en los tres SNPs
estudiados: rs1061170 (OR 3.22 p<0,001); rs1410996 (OR 7,69 p<0,001) y rs 380390

(OR 2,52 p 0.001).

Ademas encontramos que los SNPs el alelo G de rs1410996 era mas prevalente en
pacientes con DMAE (OR 7.69 p < 0.001) mientras que la presencia del alelo A (AA+AG)
resulté ser mas frecuente en sujetos sanos, siendo resultados concordantes con los

obtenidos en otros estudios espafioles como el realizado por Montserrat Garcial’®.

Asi mismo, el alelo C de rs1061170 fue més prevalente en pacientes con DMAE (OR
3.22 p<0.05). Por otro lado, el alelo G (CG+GG) de rs380390 supuso el doble de riesgo

de desarrollo de la enfermedad (OR 2.52 p 0.001). (Tabla 13).
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Tabla 13. Estudios realizados sobre la asociacién entre el gen CFH y la DMAE en pacientes espafioles.
AUTORES ANO TIPO ESTUDIO TAMANO MUESTRAL GEN CFH

Alelo C y DMAE atroéfica (OR 3,3 p<0,05)

DE LA FUENTE 2006 | Casosy controles DMAE 175 (140 exudativa, 35 atréfica) Genotipo CC y DAMAE atrdfica (OR 5,2 p<0,05)
Controles 119 Alelo C y DMAE exudativa (OR 2,03 p<0,05)
Genotipo CC y DAMAE exudativa (OR 2,4 p<0,05)

Alelo T en el SNP rs1329421: OR>1 p<0,05
Alelo A del SNP rs1329428: OR<1 p<0,05
2011 | Casosy controles DMAE 353 (57 exudativa, 71 mixta, 225 atréfica) Siete SNPs de CFHA estudiados (p<0,05)
Controles 282 rs800292, rs3766404, rs1329421, rs1831282, rs12144939, rs2284664, rs1329428 (p<0,05)

GG en CFH (rs1410996) + TT en ARMS2 (rs10940923) (p<0.05; OR 7.742)
TT en ARMS2 (rs10940923) + TT en HTRA1-625 (p<0.001; OR 9.006)

DMAE 101, (74 exudativa, 27 atréfica) GG en CFH (rs1410996) + TT en ARMS2 (rs1040923) + GG en HTRAL -625 (p0.043; OR: 6.702)
2012 | Casosy controles Controles 91 TT HTRA1-625 (p<.001; OR: 9.006)
CRUZ-GONZALEZ
2014 Transversal DMAE 101 (74 exudativa, 27 atréfica) No diferencias en SNPs entre dos tipos de DMAE

Polimorfismos SNPs més frecuentes en DMAE exudativa

MARTINEZ-BARRICARTE b Transversal DMAE 259
Controles 191 Asociacion CFHR1*A y DMAE (OR 2.08 p<0.0001)
DMAE 130 CGG (rs3753394, rs529825 y rs800292) OR >1, p<0,05
M.GARCIA 2015 | Casosy controles Controles 96 GCAG (rs203674, rs1061170, rs3753396 y rs1065489) OR>1, p<0,05

CAA (rs3753394, rs529825 y rs800292) OR<1, p<0,05
TTAG (rs203674, rs1061170, rs3753396 y rs1065489) OR<1, p<0,05

DMAE exudativa 187 C en rs1061170 (OR 3.22 p<0.05)

L.LLOREDA, P.GILI 2020 | Casosy controles Controles 196 G en rs1410996 (OR 7.69 p < 0.001)
(AA+AG) en rs1410996 (OR<1, p<0,05)

G (CG+GG) de rs380390 (OR 2.52 p<0.05)
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5.3. GENESHTRA'Y ARMS2

Por otro lado, el cromosoma 10926 contiene los genes ARMS2 /LOC387715 (Age-
Related Maculopathy Susceptibility 2) y HTRAL1 (High Temperature requirement Al).
Recientes estudios han demostrado diferentes SNPs localizados en estos genes, con una

asociacion estadisticamente significativa con la DMAE*78182,

El locus LOC387715/HTRAL ha sido sefialado como el segundo locus méas importante
en la fisiopatologia de la DMAE, encontrandose hasta un riesgo de desarrollo de la
enfermedad de 7.6 veces superior en pacientes homocigotos para el alelo de riesgo
(rs10940923). Tanto para el gen CFH y el gen ARMS2, no se ha encontrado una

asociacion directa con la severidad de la enfermedad3-18¢,

GEN HTRA1

Como se ha explicado, el locus LOC387715/HTRA1 ha sido sefialado como el segundo
maés importante en la patogenia de la DMAE, especialmente en aquellos casos en los que
coexiste una sobreexpresion de HTRAL y una expresion menor de ARMS2. Se ha descrito
un SNP de este gen, el rs11200638, como factor de riesgo. Este SNP, se encuentra

localizado en la region promotora del HTRA1L.

Se ha demostrado la presencia de este gen en drusas, en los linfocitos y en el epitelio
pigmentario de pacientes con DMAE, siendo esta asociacion mayor en asiaticos que en
pacientes caucasicos. Un metaandlisis de 14 estudios de casos y controles, comprobd
una fuerte asociacion entre los sujetos homocigotos para el alelo de riesgo (rs1200638) y

el desarrollo de DMAE7-192,

182



Ademas, las células del EPR con un incremento en la expresion de HTRAL, podrian ser
responsables de favorecer la neovascularizacion vascular coroidea en pacientes con
DMAE. Esta hipdtesis esta apoyada por una cantidad anormalmente elevada de HTRA1

en EPR en pacientes con DMAE931%4,

Los procesos inflamatorios y los procesos exudativos son esenciales en el mecanismo
fisiopatologico del desarrollo de la DMAE. A lo largo de la vida, el EPR es vulnerable a
estos procesos oxidativos y fotooxidativos debidos a la exposicion solar, actividades

metabdlicas y debido al consumo de oxigeno en los procesos metabdlicos fisioldgicos®-

198

Ademas, el engrosamiento de la membrana de Bruch y el acimulo de drusas, podrian

llevar a una potencial hipoxia favorecedora de estos procesos.

El acimulo de lipofuscina que se produce con la edad en el EPR, produce de manera
secundaria un aumento de la produccion de peroxido de hidrogeno por las mitocondrias

y favorece el dafio fotooxidativo.

Este estrés oxidativo, produce alteraciones en la degradacion de proteinas. Esto supone
un estrés para el reticulo endoplasmatico (RE) del EPR, que a su vez, podria tambiéen
favorecer este estado pro-oxidativo, favorecer una disregulacion del sistema del

complemento y por ultimo, el desarrollo de DMAE*®-202,

La muerte de células del EPR inducida por altos niveles de HTRAL, se ha visto implicada
en el desarrollo de la DMAE, y en una predisposicion al desarrollo de atrofia geogréafica.

(Grafico 14).
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Gréfico 14. Via patogénica del estrés y la inflamacion, asi como la implicacion del gen
HTRA1L en la DMAE. Inspirado en HTRAL in Age-Related Macular Degeneration. Tsz

Kin Ng et al. 2012.

En el afio 2006, Dewan et al. 29 describieron el SNP rs 11200638 del gen HTRA1 como
un factor mayor de riesgo en el desarrollo de DMAE exudativa, con un incremento del

riesgo de desarrollo de la enfermedad de hasta 10 veces?®*. Més tarde, Fritsche et al.

confirmaron esta asociacion®®.

En Espafia, Cruz Gonzélez y su equipo encontraron una mayor representacion del alelo

G del SNP rs 11200638 en pacientes con DMAE (OR 6,524 p<0.05)*,
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En nuestro estudio, encontramos diferencias estadisticamente significativas con una
sobreexpresion del alelo A del gen HTRAL (rs11200638), viendo un incremento en el

riesgo de desarrollo de la DMAE de hasta 5 veces (OR 5,347 p<0,001).

GEN ARMS2 /LOC387715

El gen ARMS2, codifica una proteina de funcidn hasta el momento desconocida, que se
encuentra el cromosoma 10, en 10926, region muy cercana a la localizacién del gen

CFH2°6'210.

Weeks et al. encontraron por primera vez una relacion entre el gen ARMS2 y la DMAE?!,

Mas tarde, Rivera et al. descubrieron una asociacion entre el alelo T del SNP de ARMS2
rs10490924 y un incremento en el riesgo de desarrollo de DMAE?'2, Estos resultados

fueron apoyados por Schmidt et al y Kanda?*>214,

Afios més tarde, Jabbarpoor et al. y Fritsche et al. confirmaron de nuevo una asociacion
entre el alelo T del SNP rs 10490924 y el incremento del riesgo de DMAE de hasta tres

veces mayor en los pacientes portadores del alelo?2%,

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en nuestro estudio, en el que
encontramos que la presencia del alelo T de ese SNP incrementa el riesgo de desarrollo

de DMAE al menos cinco veces.

En el 2011, Brion analizo, entre otros, el gen ARMS2, y vio que el alelo T, era alelo de

riesgo en la variante A69S (rs10490924) de este gen (alelo T OR 3.94 p<0.05)*"2,
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El grupo de Cruz-Gonzalez publicé un estudio en el que analizaron el polimorfismo
rs10490923 y mostré diferencias en la distribucién de alelos entre casos y controles (OR
6,369 p<0.05), asi como diferentes asociaciones de genes, que expresados de manera
simultdnea incrementaban el riesgo de desarrollo de DMAE (explicado en apartado

anterior)173174,

En el presente estudio, sélo encontramos diferencias significativas entre casos y controles
en el SNP rs10490924, el alelo T (OR 4,732 p<0,001), pero no en el SNP rs 1049023 (OR

0,699 p> 0,3). (Tabla 14).
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Tabla 14. Estudios realizados sobre la asociacion entre el gen ARMS2 y la DMAE en pacientes espafioles.
AUTORES ANO TIPO ESTUDIO TAMARNO MUESTRAL GEN ARMS2/HTRA1

DE LA FUENTE 2006 [Casos y controleg DMAE 175 (140 exudativa, 35 atrofica) No estudiado
Controles 119

2011 [Casos y controle§ DMAE 353 (57 exudativa, 71 mixta, 225 atréfica) Alelo T rs10490924 (OR 3.94 p<0.05).
Controles 282

GG en CFH (rs1410996) + TT en ARMS2 (rs10940923) (p<0.05; OR 7.742)
TT en ARMS2 (rs10940923) + TT en HTRA1-625 (p<0.001; OR 9.006)

DMAE 101, (74 exudativa, 27 atréfica) GG en CFH (rs1410996) + TT en ARMS2 (rs1040923) + GG en HTRA1 -625 (p0.043; OR: 6.702)
2012 [Casos y controles Controles 91 TT HTRA1-625 (p<.001; OR: 9.006)
CRUZ-GONZALEZ
2014 Transversal DMAE 101 (74 exudativa, 27 atrofica) No diferencias en SNPs entre tipos de DMAE

Polimorfismos SNPs mas frecuentes en DMAE exudativa

MARTINEZ-BARRICARTE [l Transversal DMAE 259
Controles 191 No estudiado
DMAE 130
M.GARCIA 2015 [Casos y controleg Controles 96

No estudiado

DMAE exudativa 187 ARMS?2 (rs10490923)(p>005)
L.LLOREDA, P.GILI 2020 [Casos y controles Controles 196 HTRAL (rs11200638) alelo A (OR 5,347 p<0,001).
ARMS2 (rs10490924) alelo T (OR OR 4,732 p<0,001)
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5.4. FACTOR 3 DEL COMPLEMENTO (C3)

El sistema del complemento consiste en mas de 30 proteinas que se encuentran en circulacion
sistémica, y que juegan un papel fundamental en la defensa del organismo. EI componente 3
del complemento (C3), juega un papel central en la cascada de activacion del complemento.
La activacion y la escision de C3 originara una respuesta amplificadora de la sefial de

activacion, y la creacion de poros liticos en las membranas celulares?'62%,

El gen que codifica para C3 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 19, y también se
ha visto implicado en el desarrollo de la DMAE. EIl factor C3, es el elemento central de la
via alternativa de la cascada del complemento, y se ha visto que es importante en la
patogénesis de la enfermedad, encontrandose niveles elevados de C3a en drusas de pacientes
con DMAE. También se ha visto que el factor C3a favorece la expresion de VEGF, y con

ello la aparicion de neovascularizacion coroidea?27,

No obstante, alin no se conocen los mecanismos subyacentes.

También existen estudios de genes con caracter protector frente a la DMAE. Concretamente
se han detectado SNPs en los genes que codifican para el factor B del complemento (CFB) y
el componente 2 del complemento (C2), que reducen significativamente el riesgo de

DMAEZJ'S_ZZO.



El sistema del complemento se ha visto implicado en la patogénesis de la DMAE en estadios
tempranos, basandose en el hallazgo de la identificacion de factores del sistema de

complemento en las drusas de pacientes con DMAE.

El C3 se ha asociado a la DMAE en diferentes poblaciones. Fritsche et al. sefialaron que los
pacientes con lavariante K155Q de C3 (rs147859) con el alelo C del SNP rs2230199, tenian

un mayor riesgo de desarrollar DMAE?%,

En un metaanalisis de 40 estudios caso-control con 20,673 casos y 20,025 controles, se vio
que los portadores del alelo G en el SNP rs2230199 y los portadores del alelo T del SNP
rs1047286 tenian una mayor tendencia a desarrollar DMAE avanzada, especialmente en
caucasicos. Se cree que esta asociacion se debe a que los cambios secundarios a la variacion
de este SNP, produce una alteracion de la carga neta de la macroglobulina de C3, produciendo

una adhesion anémala al resto de proteinas del complemento y a la superficie celular??.

Se ha demostrado también que el alelo G en C3, estaba implicado en un aumento de la
activacion del sistema de complemento, y con ello en un aumento de la inflamacion. Lo
llamativo es que dilucidd que se relacionaba con una reduccion en el progreso de la
enfermedad en pacientes con atrofia geografica. Por otro lado, los polimorfismos de factor B
(CFB) y del componente 2 del complemento (C2), se asocian a un efecto protector frente al

desarrollo de DMAE?,

Gold et al. estudiaron el factor B y el C2. Sus resultados mostraron que la variante E318D y

el haplotipo H7 en C2, disminuia el riesgo de desarrollar DMAE??,
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Partiendo de que los factores genéticos difieren entre razas, el factor C3 se ha visto implicado
en la DMAE de manera consistente en los estudios llevados a cabo con pacientes caucasicos.

Sin embargo, no ha sido asi en pacientes asiaticos ni africanos??3224,

En nuestro estudio, se encontraron diferencias entre casos y controles para C2 rs9332739, y
mostraron una mayor prevalencia del alelo C en los enfermos (p=0.038) con un riesgo

multiplicado por 3 de desarrollar DMAE (OR 3.10).

Sin embargo no se hallaron diferencias en los SNPs de C3 entre los pacientes con DMAE y
los pacientes sanos: rs 1047286 (OR 1,487 p 0,089) y rs 2230199 (OR 1,383 p 0,447) Un
metaanalisis realizado por Zhang, si encontré diferencias significativas entre estos dos SNPs
y la DMAE (OR 1,45 p<0,001 y OR 1,62 p<0,001) respectivamente??!. Entendiendo las
diferencias étnicas en el &mbito de la genética, también es posible que con un mayor tamafio

muestral en este trabajo, se encontrasen diferencias.

5.5. FACTOR DE CRECIMIENTO ENDOTELIAL (VEGF)

El estudio de los diferentes mecanismos subyacentes a la fisiopatologia de la DMAE nos ha
ayudado a identificar el factor de crecimiento endotelial (VEGF, ahora conocido como
VEGFA) como uno de los mecanismos y moléculas clave implicadas en la
neovascularizacion coroidea. A pesar de que se han identificado otros genes muy
relacionados como el VEGF-B, el VEGF-C, el VEGF-D vy el factor de crecimiento

placentario (PIGC), estos no se han visto asociados a los procesos de neovascularizacion't-

114
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El gen que codifica para el VEGF consta de ocho exones y siete intrones y se localiza en el
cromosoma 6p21.3. Los SNPs con mayor influencia en la expresién del VEGF son C-2578
(rs699947) y G-1154 (rs1570360), localizados en la regién promotora del gen; y G634C
(rs2010963), localizado en la region no codificante del gen. Estos SNPs estan asociados tanto
a la produccion del VEGF como a diferentes enfermedades como la retinopatia diabética, la

ateroesclerosis, y la enfermedad de Alzheimer??-2%",

Como se ha explicado, el VEGFA es un factor clave en los procesos de neovascularizacion
coroidea, siendo la hipoxia el factor mas importante para la expresion de VEGFA en el ojo.
El VEGF-165 es la principal isoforma de este gen y el mediador primario para los procesos

de neovascularizacion en el 0jo?4134,

El VEGF es una molécula importante en la retina normal, ya que esta implicado en el correcto
desarrollo de la vasculatura retininana, la supervivencia de los pequefios vasos retinianos y

el mantenimiento de la estabilidad de los grandes vasos.

Sin embargo, el VEGF también juega un papel importante en la angiogénesis, en el aumento
de la permeabilidad vascular y en los procesos inflamatorios; todos ellos mecanismos

implicados en la forma neovascular de la DMAE144145.148.157

Como se ha explicado previamente, en los Gltimos afios, la via de actuacién del VEGF se ha
estudiado como diana para el tratamiento de la DMAE neovascular. Sin embargo, hay que ir

mas alla, y convertir el gen codificante del VEGF como factor diana de estudio.
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El VEGF actua a través de receptores tirosin kinasa especificos (VEGFR-1, 2 y 3), estando
en concreto el VGEFR-2 implicado en la mayor parte de los procesos de incremento
patoldgico de permeabilidad vascular y neoangiogenesis. Por su lado, el VEGFR-1 regula la

actividad del VEGF en el endotelio vascular, evitando la unién del VEGF-VEGFR-2.

La codificacion genética de VEGFR2 seria otro de los genes candidatos en el estudio de la
susceptibilidad para el desarrollo de la DMAE. El gen que codifica para el VEGFR2 se

localiza en el cromosoma 4Q11 y esta formado por 30 exones'#4145,

A pesar de que hay ciertos estudios que han tratado de estudiar la implicacion genética del
VEGF y del VEGFR-2 en la DMAE, no se han sacado conclusiones hasta el momento. Esto
quizés es debido a que los estudios se han realizado con pacientes de origen étnico diferente,
con tamafios muestrales limitados, o porque se han analizado un bajo nimero de

polimorfismos.

El primer estudio que investigo la relacion entre la DMAE y los polimorfismos del gen VGEF
fue el realizado por Churchill et al en el afio 2006. Analizaron 14 SNPs diferentes, y
encontraron una fuerte asociacion con la DMAE en el SNP rs1413711. Sin embargo, en el
estudio de Rotterdam, no se encontré asociacion estadistiamente significativa entre la
DMAE y los 3 SNPS clave del VEGF previamente mencionados*’. Posteriormente, en el afio
2010, Fang AM, realizd un estudio en el que encontrd una asociacion significativa entre 22
polimorfismos SNPs del gen VEGFR-2 y un aumento de riesgo de desarrollar DMAE

exudativa, para el haplotipo TTT?%,
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Asi mismo, han sido también numerosos los estudios que han tratado de investigar la
asociacion entre los diferentes polimorfismos SNPs del factor VEGF y su mejor o peor
respuesta a los farmacos antiangiogénicos. Sin embargo, de momento no se han encontrado

diferencias consistentes.

En Espafia, el grupo de Fernando Cruz-Gonzélez, fue el primero en realizar un estudio de los
SNPs del factor VEGFR y el VEGFA vy su influencia en el desarrollo de la DMAE en una

poblacion espafiola®?,

Para ello, tomaron una muestra de 151 pacientes diagnosticados de DMAE exudativa, y 91
pacientes controles pareados por edad. Analizaron los SNPs de VEGFA (rs699947 y
rs833061) y el SNP rs2071559 del gen VEGFR2. Su estudio no encontrd diferencias
estadisticamente significativas para los polimorfismos rs699947 y rs833061 entre casos y

controles.

El analisis del polimorfismo rs2071559 del gen VEGFR2, en un primer momento mostré que
el haplotipo GG era mas prevalente en pacientes con DMAE, pero al ajustar estos resultados

por la correccion de Bonferroni, los resultados no fueron estadisticamente significativos.

Lo que si encontraron en este estudio, es que el alelo C del SNP rs833061(-460T/C) estaba
asociado a una mayor actividad del promotor del VEGFA; y que el SNP rs699947 (-

2578C/A) estaba asociado a una mayor tasa de transcripcion del gen VEGFA?%,
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En el presente trabajo no estudiamos polimorfismos de este gen ya que como se explico en
el apartado de Material y Métodos, nos basamos en el estudio de polimorfismos SNPs que
habian sido previamente estudiados por diversos autores espafioles. Con todo esto podemos
concluir que la evidencia sobre la influencia de polimorfismos SNPs del gen VEGF en
pacientes espafioles es todavia escasa, y que se necesiaria la realizacién de mas estudios para

poder llegar a una conclusion mas sélida.

5.6. FACTORES DE RIESGO SISTEMICOS

5.6.1. Edad

Todos los estudios realizados han demostrado que la edad es el factor de riesgo mas

importante en la prevalencia, incidencia y progresion de la enfermedad.

Con la edad se produce un deposito focal de detritus acelulares entre el EPR y la membrana
de Bruch. Estos depdsitos, las drusas, aparecen como puntos amarillentos en la méacula y en
la retina periférica. El EPR es el responsable del correcto mantenimiento de los FTR y tiene
una funcion fagocitica de los segmentos externos de su membrana. Con la edad, el EPR se
vuelve menos eficiente, conllevando una acumulacion de cuerpos residuales, que puede
llegar a producir la pérdida de células del EPR. Los cambios en el grosor o en la composicion
de la membrana de Bruch asociados a la edad, causan una reduccion del transporte de fluidos

y nutrientes que son vitales para el buen funcionamiento de los FTR 24,
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La edad también determina una reduccion del 50% del grosor de los vasos coroideos y una
alteracion de su estructura. Esto, unido al engrosamiento de la membrana de Bruch, produce
una hipoxia que desencadenaria la secrecion de factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) que contribuye al desarrollo de neovasos'’?, Por otra parte, el aumento de la rigidez
de la esclerdtica debido a la edad, la dislipidemia y a la aterosclerosis, puede disminuir el
aclaramiento de lipoproteinas, que se acumulan en forma de drusas en el espacio subretiniano

y esto conlleva a la atrofia de los FTR"24,

El Beaver Dam Eye Study (BDES)7, estudio realizado en EEUU con una cohorte de 4926
pacientes de raza blanca, encontré una incidencia acumulada en 15 afios de un 14% para
DMAE precoz y de un 3% para la DMAE avanzada en el grupo de poblacion con edades
comprendidas entre los 43 y los 86 afios. En este estudio se puede ver como la incidencia va
aumentando de manera progresiva, pasando de un 7% en DMAE temprana y un 0.4% de
DMAE avanzada en el grupo de edad de 43 a 54 afios, hasta un 24% de DMAE temprana y
un 8% de DMAE avanzada en el grupo de pacientes mayores de 75 afios’. El Los Angeles
Latino Eye Study (LALES), realizado en California con una cohorte de 5875 pacientes
México-americanos, encontré una tendencia muy similar en los mismos grupos de edad’.
En el Barbados Eye Study contando con 2374 individuos de raza negra, la prevalencia
encontrada fue ligeramente inferior por grupos de edad®. En el SEE, realizado en 2006 con
2132 individuos de poblacion espariola, se puede observar la misma tendencia en cuanto a la
edad: se puede ver como la prevalencia de la enfermedad aumenta desde un 1.3 % en

individuos de edad comprendida entre los 65-74 afios, hasta un 8.5% en mayores de 80 afios?.
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En el caso de nuestro estudio no buscdbamos demostrar la influencia de una mayor edad en
los pacientes afectos de DMAE, sino que las muestras fueran comparables en cuanto a edad
y sexo. De esta manera, la muestra del grupo control se selecciond entre los pacientes que
acudian a la consulta de oftalmologia y que cumplian criterios de inclusion, por lo que no era
propiamente una muestra de poblacién general, sino una seleccion. Segun esto, habria sido
de esperar no encontrar diferencias entre grupos en cuanto a edad y sexo. Si bien en cuanto
a sexo se consiguid este aspecto, en cuanto a la edad si se encontrdé una edad

significativamente mayor en casos frente a controles.

5.6.2. Sexo

Son numerosos los estudios que han demostrado que las mujeres presentan un mayor riesgo
de presentar DMAE frente a los varones, como el Blue Mountains Eye Sudy, el Beaver Dam

Eye Study "8, el EUREYE?, o el AREDS?.

El grupo de Owen, encontr6 una prevalencia de un 60% mayor en mujeres respecto a
hombres en todos los tipos y estadios de DMAE. Una posible explicacion es la mayor
esperanza de vida de las mujeres y por tanto una mayor prevalencia de mujeres en los estudios

en los rangos de mayor edad incluidos en el estudio *°.

El The Visual Impairment Project (VIP) estudid la asociacién entre la DMAE vy los
estrdgenos, observando una asociacion estadisticamente significativa entre la DMAE precoz

y avanzada con la menopausia precoz en mujeres menores de 40 afios (OR 1.73, IC 1.15-
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2.60) 2°. Sin embargo, los resultados no son siempre consistentes: estudios como el de

Rotterdam o el realizado por Mizayaki, encontraron una prevalencia menor en mujeres.®

Como vemos, esta asociacion es controvertida, y un hallazgo inconsistente.

Del mismo modo que se ha explicado en relacion a la edad, el encontrar una tendencia en
relacion al sexo y su vinculacion con la DMAE, no fue un objetivo en nuestro estudio, sino
que buscamos que las muestras fueran comparables. Si bien con la edad no se consiguid, en

el caso del sexo no se encontraron diferencias entre grupos.

5.6.3. Tabaco

El tabagquismo es el factor de riesgo ambiental en el que se ha encontrado una mayor fuerza
de asociacion con el desarrollo de DMAE en cualquiera de sus variantes asi como con una
aparicion de la enfermedad a edades mas tempranas en pacientes fumadores *°°*. Los
fumadores tienen un riesgo relativo 2,4 veces mayor que los no fumadores, y si ademas son
homocigotos para el polimorfismo CFH Y 402H, el riesgo aumenta hasta 34 veces*3>>5657,

En cuanto a exfumadores, existen estudios como el de Klein que apoyan que en exfumadores
no existe un mayor riesgo de DMAE; pero también hay otros, como los realizados por Smith
y su equipo, el estudio de Thornton o el de Vingerling, que demuestran que el riesgo de

desarrollo de DMAE es superior en exfumadores®®.
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El mecanismo exacto acerca de como el tabaco influye en el desarrollo de la DMAE no esta
del todo claro, pero si se ha demostrado que los componentes del tabaco estan metabolizados
por el factor 3 del complemento (C3), promoviendo vias inflamatorias involucradas en el
desarrollo de la DMAE %8, Ademas, el grupo de Esparza-Gordillo observaron niveles
plasmaticos menores de factor H del complemento en pacientes fumadoresi®?12??, Se ha
demostrado también que el benzopireno, uno de los componentes del tabaco, altera el DNA
mitocondrial de las células del EPR, aumentando la expresién de citoquinas proinflamatorias.
También se ha visto que el humo de los cigarros, reduce la concentracion de betacaroteno
plasmatico y de luteina y zeaxantina en la retina, moléculas con gran capacidad antioxidante,
siendo un potente inductor de dafio oxidativo y apoptosis de las células del EPR. Ademas el
tabaco reduce el flujo sanguineo de la coroides, promoviendo mecanismos de isquemia,

hipoxia y microinfartos retinianos, favoreciendo cambios degenerativos en la macula 8.

En nuestro estudio sin embargo, no encontramos diferencias estadisticamente significativas

entre grupos (p 0,654).

5.6.4. Dislipemia

Ha sido postulada una asociacion entre la DMAE vy la ateroesclerosis, asemejando la
fisiopatologia de ambasl. Nosotros encontramos una asociacion estadisticamente

significativa entre la presencia de dislipemia y la DMAE (p 0,015).

5.6.5. Hipertension arterial
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La relacién entre la DMAE y la HT A es objeto de controversia, a pesar de que son Nnumerosos
los estudios que han confirmado que la HTA contribuye en la fisiopatologia del desarrollo
de la enfemedad. El Framingham Eye Study, en el 1977 ya apuntd una asociacion entre la
HTA y la DMAE . Esta asociacion podria deberse a los cambios que se producen con la
edad en el colageno y la elastina, disminuyendo la distensibilidad de los vasos sanguineos.
Una mayor presion arterial, podria ser un marcador de los cabios degenerativos que ocurren
a nivel de la membrana de Bruch en aquellos ojos con mayor riesgo de desarrollo de
DMAES70 E| tamafio de las drusas también se ha visto relacionado con la HTA. El grupo
AREDS, reportd que la presencia de drusas grandes en la méacula, o drusas de tamafio
intermedio, estaban asociadas a HTA y al uso de antihipertensivos como la hidroclorotiazida
6770 Sin embargo, otros estudios han concluido que no existe asociacion entre a HTA y la

DMAE®"8,

En nuestro estudio se encontré una asociacion estadisticamente significativa entre la

presencia de HTA 'y la DMAE (p <0.001).

Sin embargo, a pesar de que numerosos estudios sugieran una asociacion significativa entre

ambas patologias, la relacion es complejay no se trataria de una simple relacion causa-efecto.

5.6.6. Diabetes e hiperglucemia

De momento no existe una relacion clara ente diabetes y DMAE, ya que la mayor parte de

los estudios excluyen a los diabéticos®’. En nuestro estudio sin embargo, si que incluimos a
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pacientes con diabetes, siempre y cuando no tuvieran criterios de exclusion. Pero no se

encontraron diferencias significativas entre grupos (p 0,417).

5.6.7. Accidente cerebrovascular y enfermedades cardiovasculares

Siguiendo la teoria vascular de Friedman, en la que la aterosclerosis tiene como consecuencia
final la aparicion de drusas y de cambios pigmentarios en la retina, y por tanto, de la
DMAE6485 no seria de extrafiar que los ACV y las ECV, (que tienen como factor de riesgo

principal la aterosclerosis y la HTA), tuvieran una asociacién con la DMAE.

Asi se confirm6 en nuestro estudio en ambos casos, encontrando diferencias significativas,
con una asociacion entre la DMAE vy la presencia de algun evento cerebrovascular (p 0,047)

y entre la DMAE vy la presencia de alguna enfermedad cardiovascular, con un valor p 0,033.

5.6.8. Depresion

El cuestionario del National Eye Institute (25-item Visual Function Questionnaire [VFQ], o
el cuestionario propuesto por la OMS han visto una clara asociacion con la depresiont314,
Esta asociacion también la encontramos en nuestro estudio, con una clara prevalencia mayor

de depresidn en los pacientes con DMAE, y con un valor p de 0,12.

5.6.9. Enfermedades neurodegenerativas
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En cuanto a las enfermedades neurodegenerativas, a destacar el Alzheimer, se sabe que
comparte con la DMAE el inicio tardio de la enfermedad y la presencia de depoésito

extracelular asociado a degeneracion neuronal (drusas o placas neuronales respectivamente).

No hay estudios europeos que investiguen esta asociacion, pero si son numerosos los estudios

que confirman una asociacion entre la demencia y el Alzheimer con la DMAE#3023,

En nuestro estudio no encontramos sin embargo diferencias significativas entre grupos (p

0,056). Habria que realizar méas estudios en una cohorte europea para llegar a una conclusion.

5.7. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Entre las limitaciones del estudio, podemos decir que se trata de un estudio unicéntrico, en
vez de un estudio multicéntrico, que es lo recomendable en un estudio genético de esta
categoria. Sin embargo, cabe decir que este trabajo ya ha sido incluido en un estudio
multicéntrico, y forma parte de la la linea de investigacion de “Genética ocular: Influencia
de factores clinicos y genéticos en la evolucion funcional y anatdmica a largo plazo en una
cohorte de pacientes con DMAE humeda tratados segun practica clinica habitual”.

P115/01374. IP: Alfredo Garcia Layana. 2019-2020.

Otra limitacion fue que debido a una mala calidad de algunas de las muestras de DNA
recogidas en el estudio, no se pudieron analizar todos los polimorfismos en esas muestras.

Sin embargo, a pesar de esto, la recogida de muestras de DNA mediante el raspado de mucosa

201

Discusion



oral, permiti6 una recogida rapida, eficiente, facil y sin necesidad de extraccion de sangre a

los pacientes.

Entre las fortalezas del estudio, cabe decir que tiene un tamafio muestral amplio (383
pacientes), y que a diferencia del resto de estudios encontrados en la bibliografia, que
incluyen pacientes tanto con DMAE exudativa como con DMAE atréfica, nos limitamos al
estudio de la DMAE exudativa, por lo que los resultados obtenidos son mas especificos. De
esta manera, para completar el estudio, habria que realizar una nueva recogida de datos para

un estudio similar centrado en pacientes con DMAE atréfica.

5.8. FUTURO DE LA GENETICA EN LA DMAE

El estudio de este trabajo se basé en el estudio de 12 polimorfismos SNPs de estudios previos,
sin embargo, segun progrese la investigacion acerca de la genética en la DMAE, iran

apareciendo nuevos SNPs involucrados en la fisiopatologia de la enfermedad.

Cabe esperar que gracias a los avances conseguidos con los estudios de genoma completo o
GWAS, se pueda en un futuro cercano realizar una aproximacion traslacional de los
resultados obtenidos en el laboratorio a la practica clinica diaria y poder realizar terapias

génicas dirigidas.

Este estudio contribuye a la literatura aportando los principales polimorfismos asociados a la
DMAE exudativa en una poblacion espafiola. Ademas, el conocimiento de estos factores

genéticos asociados a la DMAE exudativa es importante no sélo para los pacientes afectos,
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sino también para que los familiares puedan realizar una prevencion con el control de los

factores de riesgo ambientales y nutricionales.
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CONCLUSIONES

1. Los polimorfismos de un solo nucle6tido localizados en los genes CFH, ARMS2, HTRA1
y C2 estan asociados con un incremento del riesgo de DMAE exudativa en una poblacion
espafiola. No hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas en los

polimorfismos de los genes CFB y C3.

2. El riesgo de desarrollo de la DMAE exudativa se incrementa segun el polimorfismo

alterado:

- La presencia de poliformismos localizados en CFH (rs1410996) (rs1061170) (rs380390)

incrementa el riesgo de DMAE exudativa siete, tres y dos veces respectivamente.

- La presencia de polimorfismos localizados en ARMS2 (rs10490924) se asoci6 con un riesgo

cinco veces mayor de presencia de DMAE exudativa

- La presencia de polimorfismos localizados en HTRA1 (rs11200638) aumentaba mas de seis

veces el riesgo de DMAE exudativa.

- La presencia de polimorfismos localizados en C2 (rs9332739) aumenta tres veces el riesgo

de DMAE exudativa.

3. Los pacientes con DMAE exudativa presentan con mayor frecuencia maultiples

poliformismos de riesgo, con diferencias significativas con la poblacién sana.

207

Conclusiones



4. Los pacientes con DMAE exudativa presentan con mayor frecuencia dislipemia, HTA,
accidentes cerebrovasculares, enfermedades reumatoldgicas y enfermedad cardiovascular.
No encontras asociacion entre habito tabaquico, diabetes mellitus, cancer, enfermedades

neurodegenerativas o hipotiroidismo en nuestra poblacion.

5. Los pacientes con DMAE exudativa presentaban antecedentes familiares del la
enfermedad con mayor frecuencia que los pacientes controles sanos, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.
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Abstract

Purpose: To identify the association bevween single-nuclectde polymorphisms (53MPs) in CFH, ARMSZ, HTRA T, OF8, C2,
and C3 genes and exudative age-refared macular degeneration (AMDY) i a Spanish population.

Methods: In 187 exudatiee AMD patiencs and |'% healthy controls (6 1% women, mean age 75 years), 12 SHPs as risk
factors for AMD in CFH (rs |4 109546, rs| 061170, r3E03%0), ARMED (rs| 430924, rz | 0490923), HTRA! (rs| 12D0&38), CFB
[reid1153), C2 [rs5347154, rs9332739), and O3 (rs|47B59257, rs2230199, rs 104718E) genes were analyzed

Results: The G allele was the most frequent in CFH gene (rsl410%9&) with a 7-fold ncreased risk of AMD [OF 749,
¥5% O 3.17-18.69). whereas camiers of C allele in CFH (rs1061 170) showed a 34old increased risk for AMD (OR
1722, %5% (1 1.93-5340) In CFH (rs3B0370), the presence of G allele mcreased the risk for AMD by 2-fold (OR 2.52,
5% Cl 1. 47-4.30). In ARMSEZ (rz|0490924), the T-allee was associated with an almost 5-fold increased risk (DR 549,
5% C1 3.23-931). The A allels in HTRAI {rs| | 200638} was more prevalent in AMD versus controls (OR 644, 95% C1
1.E2-11.47. In L2 gene [rs9332719) the presence of C increased risk for AMD by 3-fold (OR. 310, 95% O 1.06-9.08).
Condlusion: 5MPs in OFH, ARMSE2, HTRAI. and C2 genes were assocomted in our study with an incoreased risk for
exudative AMD in Spanish patients.

Keywords
Age-relared macular degeneration, gene polymorphisms, genotyping, risk factors
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Introduction

Age-related macubyr degenerstion (AMDY) is a disorder
charactenized by a progressive meoular degeneration of
the retmal pigment epitheliom {RPE) and photareceptors
with ar without choroidal neovascularization.! AMD is the
leading cause of blindness in subjects older than 55 years,
and the third beading cause of warkdwide blindness > The
etsalogy of AMD is known to be multifactorial, invelving
a complex imeraction betaeen environments] factors and
genetic prediposition * Genetic Bxctors play a substantial
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I11. CONSENTIMIENTOS INFORMADOS.

I1IA. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

Apreciado/a Sr/a,

Se le invita a participar en un estudio sobre “Estudio de los polimorfismos genéticos
asociados a la Degeneracion Macular Asociada a la Edad Avanzada”

Es importante que entienda en qué consiste. Por favor lea detenidamente este documento
y haga a su médico todas las preguntas que le puedan surgir.

Su participacién es totalmente voluntaria.

Aunque inicialmente haya decidido participar en el estudio, usted puede retirarse en cualquier
momento del estudio, para lo cual, solo lo tendré que comunicar a su médico del estudio. A
partir de ese momento, no se recopilaran nuevos datos, si bien, se seguiran utilizando los
obtenidos hasta ese momento.

Es usted libre de aceptar o no la posibilidad de colaborar en este estudio sin que por ello se

vea afectada su futura atencion médica.

Objetivos del estudio

El objetivo de este estudio consiste en estudiar los factores genéticos asociados a la
Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE) Avanzada.

La Degeneracion Macular Asociada a La Edad (DMAE) es la causa mas frecuente de ceguera
legal en los paises desarrollados en personas mayores de 55 afios. Se trata de una afectacion
degenerativa y progresiva, que afecta a la calidad de vida de los pacientes. Se estima que en
Espafia hay méas de 600.000 personas afectas de DMAE, y la prevalencia tiende a aumentar
conforme aumenta la esperanza de vida.

La DMAE es una enfermedad compleja y de origen multifactorial, en la que intervienen
factores genéticos y ambientales. El envejecimiento, el tabaco, el estrés oxidativo y la historia

familiar se consideran factores de riesgo.
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En el estudio se realizaran pruebas oftalmolégicas habituales, pruebas diagnosticas, y estudio
de muestra de marcadores genéticos realizando una muestra de la saliva.

Es posible que no obtenga ningun beneficio directo de este estudio, mas alla de un estudio

ocular completo.

Descripcion del estudio:
Los procedimientos a realizar son los siguientes:
1. Estudio oftalmoldgico habitual:
a. Evaluacién de su vision y de su graduacién mediante los métodos habituales
(auto-refractometro y refraccion subjetiva).
b. Evaluacion ocular externa (polo anterior: cornea, conjuntiva, cristalino) mediante
biomicroscopia.
c. Toma de presion intraocular por contacto, previa aplicacion de colirio anestésico
y con colorante amarillo (fluoresceina).
d. Evaluacién de fondo de ojo previa aplicacion de colirios midriaticos (dilatadores
de la pupila).
2. Pruebas especiales:

a. Tomografia de coherencia Optica. Consiste en la toma de imagenes con este
aparato del fondo de ojo en la misma consulta de oftalmologia. Es similar a un
escaner, pero sin ningdn tipo de radiacion.

b. Fotografias de fondo de ojo en color y empleando filtros. Se realizaran después
de la dilatacion pupilar.

c. Fotografias de fondo de ojo con inyeccion intravenosa previa de
colorante/contraste (fluoresceina). Se utiliza para el diagnostico de la DMAE
exudativa.

3. Pruebas genéticas
La muestra de ADN se recoge frotando con intensidad el interior de ambas mejillas durante

20 segundos.
a) Riesgos de las pruebas generales:

- Frecuentes, pero leves: molestias oculares leves o0 moderadas por uso de colirios, aumento

de la sensibilidad a la luz por la dilatacion pupilar, leve ojo rojo.
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- Graves, pero muy poco frecuentes: elevacion de la presion intraocular tras dilatacion
pupilar, requieren evaluacion por un oftalmologo.

b) Riesgos de las pruebas especiales: inyeccion de contraste intravenoso (angiografia
fluoresceinica)

- Leves-moderadas, frecuentes (1,5%): locales, derivadas de la inyeccion intravenosa
(extravasacion del colorante, tromboflebitis, hematomas...), generales (nhauseas, vomitos, mareos,
urticarias,etc).

- Graves, pero muy poco frecuentes (0,01%): reacciones adversas graves que van a precisar
tratamiento de urgencia como convulsiones, edema de laringe, shock anafilactico, infarto de
miocardio 0, excepcionalmente, parada cardiorrespiratoria (0,001%). Ningun procedimiento
invasivo esta absolutamente exento de riesgos importantes, incluyendo el de mortalidad, si bien
esta posibilidad es muy infrecuente.

c) Riesgos de pruebas genéticas: La toma de muestra no conlleva ningun riesgo, mas alla de una
leve molestia del frote en la mucosa bucal

Después de estas pruebas se recomienda evitar la conduccion y el manejo de maquinaria y
equipos que requieran buena agudeza visual. También se recomienda la utilizacion de gafas

de proteccion solar.

Se recomienda acudir al oftalmélogo en caso de dolor intenso o pérdida de vision tras la

exploracion.

Confidencialidad:

Toda su informacion sera tratada de forma estrictamente confidencial. Su identificacion se
realizara solamente por numero. El tratamiento de los datos de caracter personal requeridos
en este estudio se rige por la Ley Organica 15/1999, teniendo usted los derechos que la citada
ley les reconoce. La informacion obtenida de este estudio no podra ser revelada a ninguna
persona sin su consentimiento por escrito, excepto a su médico y colaboradores, al promotor
del estudio o sus representantes, a los comités éticos de investigacion clinica de los hospitales
donde se esta realizando el estudio y, en el caso que lo requieran, a las autoridades
competentes de las comunidades autdnomas.

Los expertos autorizados del promotor podran supervisar la realizacion del estudio a traves

de la denominada monitorizacion o auditoria para que puedan confirmar que la informacion
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recogida durante el estudio es exacta. Estos expertos, asi como miembros de las autoridades,
tienen el derecho de inspeccionar sus datos médicos originales (historia médica, datos de
laboratorio, etc).

En la practica, la transmision de la informacidn se hara de forma que no permita identificarle.
Sus datos seran objeto de un tratamiento codificado, de modo que la informacién que se
obtenga no pueda asociarse a persona identificada o identificable. Todos sus datos se
mantendran estrictamente confidenciales y exclusivamente su médico conocera su identidad.
Ningun dato personal que permita su identificacion sera accesible a ninguna persona que no
sea su médico, ni podran ser divulgados por ningn medio, conservando en todo momento la
confidencialidad médico-paciente.

Los resultados obtenidos en este estudio se usaran para presentaciones o publicaciones
cientificas.

En el caso de que los resultados se publicasen, su nombre no sera nunca mencionado. En
dichas publicaciones o presentaciones se mantendra la confidencialidad de los datos, de
acuerdo con la Ley Organica de proteccion de datos de caracter personal 15/1999 de 13 de
diciembre.

Debe saber que este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico y que se realizara

cumpliendo la legislacion europea y espafiola vigente para este tipo de estudio.
Si desea hacer alguna pregunta o aclarar algun tema relacionado con el estudio o si precisa
ayuda por cualquier problema de salud relacionado con este estudio, por favor no dude en

ponerse en contacto con:

Dr:

Teléfono:
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

para la participacion en el estudio

Estudio de los polimorfismos genéticos asociados ala
Degeneracion Macular Asociada a la Edad Avanzada
Nombre del paciente:
D.N.I:
Médico que informa:

Fecha:

DECLARACIONES Y FIRMAS
Declaro que:

El Dr i iieeeeviveveeeeeeeeeeeeeeeeeee.. M@ ha explicado de forma
satisfactoria el objetivo del estudio titulado: Estudio de los polimorfismos

genéticos asociados a la Degeneracion Macular Asociada a la Edad Avanzada

- Herecibido informacién clara y a mi plena satisfaccién sobre el
proyecto en el que decido libremente participar y sobre como se
mantendrad la confidencialidad. Sé que el estudio se realiza con fines
de investigacion y que soy libre de retirar este consentimiento en
cualquier momento sin repercusién alguna sobre mi tratamiento.

- Estoy satisfecho con la informacién recibida, pudiendo formular todas
las preguntas que he creido convenientes, siendo aclaradas todas mis
dudas.

- En consecuencia, presto voluntariamente mi consentimiento para la
participacién en el estudio, pudiendo revocarlo en cualquier
momento.

Firma del paciente y fecha Firma del médico y fecha




I11B. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL DEPOSITO DE
LAS MUESTRAS EN EL BIOBANCO.

I11IC. CONSENTIMIENTO INFORMADO ANGIOGRAFIA

SOLICITUD DE INFORMACION:

Deseo ser informado sobre mi enfermedad y la intervencion que se me va a realizar:  Si[_]

No[_]

Deseo que la informacion de mi enfermedad e intervencion le sea proporcionada a:

Cirugiade: 0JO DERECHO[ ] 0JO IZQUIERDO[ ]

DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO:

La angiografia fluoresceinica o con verde de indocianina es una prueba diagndstica que nos
aporta una informacidn esencial sobre el estado circulatorio de la coroides y retina. Se inyecta
el colorante en una vena del brazo, y se registra fotograficamente su paso por las arterias y
venas oculares. Es normal que se produzca una coloracion amarillenta de la piel y orina en
las 24 a 48 horas posteriores a la inyeccion, pero no tiene consecuencia alguna sobre la salud

del paciente.

BENEFICIOS DEL PROCEDIMIENTO:
Los beneficios que se espera conseguir con este procedimiento es conocer el estado

circulatorio de las coroides y la retina.

RIESGOS GENERALES DEL PROCEDIMIENTO:

En algunos casos pueden aparecer complicaciones de tipo leve que se resulven sin necesidad
de tratamiento (nauseas, vomitos, picor o dolor en el punto de inyeccion), moderadas que

en algunos casos requieren tratamiento (sincopes o mareos, erupciones cutaneas o flebitis) y
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en casos muy excepcionales pueden producirse graves complicaciones (broncoespasmo,
edema laringeo o pulmonar, convulsiones, paralisis, shock, infarto de miocardio, que pueden
dejar graves secuelas. Esta descrita la muerte del paciente en aproximadamente 1 de cada
220.000 casos.

Declaraciones y firmas:

« DECLARO: Que he sido informado con antelacion y de forma satisfactoria por el
médico, del procedimiento (Angiografia del 0jo) que se me va a realizar asi como de
sus riesgos y complicaciones.

« Que soy plenamente consciente de que no existen garantias absolutas de éxito.

« Que conozco y asumo los riesgos y/o secuelas que pudieran producirse por el
procedimiento propiamente dicho, o por complicaciones del mismo, pese a que los
médicos pongan todos los medios a su alcance.

« Que he leido y comprendido este escrito. Estoy satisfecho con la informacion recibida,
he formulado todas las preguntas que he creido conveniente y me han aclarado todas las
dudas planteadas, otorgando libremente mi consentimiento para que se me realice la
intervencion.

« También comprendo que, en cualquier momento y sin necesidad de dar ninguna
explicacién, puedo revocar el consentimiento que ahora presto, con s6lo comunicarlo al

equipo médico mediante escrito.

Firma del médico que informa Firma del paciente

Conozco mi derecho a renunciar expresamente y por escrito a ser informado de la cirugia.
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Revocacién del consentimiento:

D. /D?; con DNI:

REVOCO el consentimiento anteriormente dado para la realizacion de este procedimiento por
voluntad propia, y asumo las consecuencias derivadas de ello en la evolucidn de la enfermedad

que padezco / que padece el paciente.

Nombre y Firma del paciente

Fecha
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IV. ACUERDO DE DEPOSITO DE MUESTRAS EN EL BIOBANCO
DEL HUFA

ACUERDO DE DEPOSITO DE MUESTRAS EN EL BIOBANCO HUFA

(Espacio destinado para uso interno del BIOBANCO)

Referencia del Acuerdo:

Fecha de salida:

Referencia del proyecto:

INVESTIGADOR RESPONSABLE DE LA DONACION DE MUESTRAS

Nombre y apellidos:  Pablo Gili Manzanaro

Teléfono: 916219683. 9693

e-mail: pgili@fhalcorcon.es

ENTIDAD DE ORIGEN (HOSPITAL, UNIVERSIDAD, FUNDACION, etc.)

Institucion: Hospital Universitario Fundacién Alcorcon

Departamento/Unidad: Unidad de Oftalmologia

Persona de contacto: Pablo Gili Manzanaro

Direccién Postal: C/ Budapest. 1 28922 Alcorcon. Madrid

Teléfono: 91 6219683

e-mail: pgili@fhalcorcon.es

PROYECTO DE INVESTIGACION/COLECCION

Estudio de los polimorfismos genéticos asociados a la Degeneracion
Macular Asociada a la Edad Avanzada

Nombre:

Investigador

principal/responsable: Pablo Gili Manzanaro

Responsable de la
preparacion de las  Pablo Gili Manzanaro
muestras (si procede):

Acuerdo entre EL INVESTIGADORI/A, Dr. Pablo Gili Manzanaro y D/D? Maria Luisa
Casas Losada, como Directora Cientifica del Biobanco del Hospital Universitario Fundacion

Alcorcon para el depdsito de muestras de pacientes en el Biobanco, por el que se establece:

1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

262



Es requisito legal e imprescindible segin establece la Ley de Investigacion Biomédica
14/2007 y el RD 1416/20011 que, previa a la obtencién de la muestra, los pacientes cuyas
muestras bioldgicas vayan a ser depositadas en el Biobanco del Hospital Universitario
Fundacion Alcorcon hayan sido informados sobre el proyecto y hayan consentido por escrito
en participar en el mismo y depositar sus muestras en un Biobanco. Para ello deben firmar el

Consentimiento Informado redactado a tal efecto.

Es obligacion y responsabilidad del investigador principal D. Pablo Gili Manzanaro el

cumplimiento de esta premisa.

El documento de consentimiento para la obtenciéon y archivo de las muestras debe
conservarse siempre en la historia clinica del paciente y ademas en la documentacion de la
investigacion o en el Biobanco y serd custodiado por el centro y por el investigador que
reclute el paciente o el Biobanco. En el caso que sea el investigador el custodio debera
proporcionar obligatoriamente una copia al Biobanco HUFA.

2. CONFIDENCIALIDAD

El Biobanco garantiza la preservacion de la confidencialidad del donante en virtud de lo
dispuesto en la LOPD 15/1999 y su RD 1720/2007 de 21 de diciembre.

Se garantiza la privacidad mediante codificacion de las muestras bioldgicas y disociacion de
los datos, sin perder la trazabilidad de las mismas. La custodia de la asociacion es
responsabilidad del Biobanco o, en su caso, del Investigador principal lo que debera reflejarse

en este documento.
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CUSTODIA CONFIDENCIALIDAD/TRAZABILIDAD DE LAS MUESTRAS

Entidad: Hospital Universitario Fundacion Alcorcon
Investigador Principal o Biobanco HUFA: Investigador Principal

Datos de identificacion del IP (si procede): Pablo Gili Manzanaro

3. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS BIOLOGICAS A DEPOSITAR
Detallar tipo de muestra y n® aproximado de la misma:

Muestras de DNA (extraccion saliva)

192 casos (con DMAE avanzada) y 192 controles (sin DMAE)

4. CRONOGRAMA DE EXTRACCION Y RECOGIDA DE MUESTRAS

El IP y el Biobanco deben concertar un cronograma para la extraccion y el envio de las
muestras para su almacenamiento. En caso de que las muestras provengan de un centro
externo, el Biobanco debera ser avisado con anterioridad mediante correo electrénico a

biobanco@fhalcorcon.es antes de cada envio.

Si procede se rellenard el siguiente cronograma: Extraccion de muestras durante 18 meses

(enero 2015 a junio 2016). Aproximadamente 25 muestras mensuales

MUESTRAS Cronograma de recogida de muestras

(descripcion y 12 22 32 42 58 62 7 82 92
volumen)
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5. ENVIO DE DATOS ASOCIADOS A LA MUESTRA Y CONJUNTO MINIMO DE
DATOS ASOCIADOS

Es imprescindible remitir junto con las muestras el registro de los datos asociados a las
mismas, que se definan como “conjunto minimo de datos” para este proyecto/coleccion. El
Biobanco una vez comprobado este requisito las procesara y preservara segun protocolo

consensuado.

CONJUNTO MINIMO DE DATOS ASOCIADOS: DESCRIPCION

Edad:

Sexo:

Raza:

NHC/ Ndmero identificativo:
Apellidos, nombre (opcional):

Datos especificos (detallar):

6. POLITICA DE CALIDAD Y BIOSEGURIDAD

El Biobanco tiene como objetivo prioritario el aseguramiento de la calidad y la bioseguridad

en todas sus actuaciones.

7. POLITICA DE AUTORIAS

El investigador debe hacer mencién al Biobanco HUFA en las publicaciones realizadas con
el material procesado y/o almacenado en el mismo. El Biobanco debe figurar en loa

agradecimientos y en Material y Métodos de todas ellas

Segun el grado de participacién del Biobanco podra pactarse con el investigador la visibilidad

del mismo a través de una politica de autorias especifica.

8. POLITICA DE PRIVACIDAD
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El Biobanco es responsable del mantenimiento de la confidencialidad en todas sus

actuaciones y de la firma del documento de confidencialidad de los trabajadores del mismo.

9. ELIMINACION Y DESTRUCCION DE LAS MUESTRAS DEL BIOBANCO

El Biobanco puede eliminar las muestras depositadas en las siguientes circunstancias:

1. Solicitud del paciente: por revocacion de su cesion de material
bioldgico.
2. Ausencia de datos asociados a la muestra o de la posibilidad de

acceder a los mismos. El Biobanco una vez agotados todos los procedimientos y
recursos, y previa aceptacion del Comité Cientifico del Biobanco, informara al
investigador responsable, de la inminente eliminacion de las muestras
depositadas.

3. Pérdida de confidencialidad en las muestras disociadas. En esta
circunstancia, si se produjera incumplimiento de la LOPD por parte del
investigador las muestras seran desechadas. El Biobanco requerira la
autorizacion previa al CEIC.

4. Causas técnicas que afecten a la calidad del material bioldgico
almacenado. No derivandose, en este caso, responsabilidad alguna por estas
circunstancias. Ante estos hechos, se elaborara un Documento de Incidencia y
NO conformidad que sera elaborado por el Director y por el Comité Técnico del
Biobanco y presentado para su aprobacion, a los Comités externos del mismo.

En consecuencia, manifiestan su acuerdo aceptando las responsabilidades de actuacion que

aqui se describen, firmando el presente documento, en prueba de dicha conformidad.

En Alcorcdn, a 16 de enero de 2015
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El investigador/a Por el Biobanco

Dr. Pablo Gili Manzanaro Dra. Maria Luisa Casas
Investigador Principal Directora Cientifica del Biobanco
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