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INTRODUCCION



1 RETINOPATIA DIABETICA

1.1 DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

La Diabetes Mellitus (DM) es la enfermedad plurimetabdlica mas frecuente en humanos. La
Organizacion mundial de la salud estima que en el mundo actualmente hay 346 millones de personas
con diabetes (el 8,3% de la poblacién mundial adulta), cifra que se duplicara para el 2030 (hasta el 9,9%

de los adultos) (www.who.int/es/).

Existen 2 tipos de diabetes, el tipo | (insulin dependiente (DMID), de aparicion en menores de 30
afios) que supone el 10% del total y el tipo Il (no insulin dependiente (DMNID), de aparicidn en mayores
de 30 afos el 90% restante (ADA, 2006.) La incidencia de la diabetes tipo 2 podria cifrarse en torno a 60-
150 casos nuevos por 100.000 habitantes y afio, mientras que en la diabetes tipo 1 se acercaria a 10-12
casos por 100.000 habitantes. Esto supone, por ejemplo, que cada afio en nuestro pais debutarian
aproximadamente 4.000 pacientes diabéticos tipo | y habria entre 24.000 y 60.000 nuevos casos de
diabetes tipo Il.

La diabetes consiste en un trastorno del metabolismo de los hidratos de carbono ocasionado por un
déficit en la secrecion de insulina, en la efectividad de la misma o por un defecto en la captacion celular
de glucosa, lo que produce un aumento de la concentracion de glucosa en sangre y tejidos intersticiales.
Esto se acompafia ademas, de una alteracion en el metabolismo lipidico y proteico.

La importancia de esta enfermedad radica en su capacidad para producir alteraciones metabdlicas
graves agudas como la cetoacidosis diabética o el coma hiperglucémico-hiperosmolar o complicaciones
vasculares tardias debidas a la hiperglucemia crdnica. Estas formas tardias pueden afectar a arterias de
mediano y gran calibre (macroangiopatia), dando lugar a cardiopatia isquémica, enfermedad cerebro-
vascular o enfermedad vascular periférica, o afectar a vasos pequefios (microangiopatia), dafiando su
endotelio y produciendo retinopatia, nefropatia o neuropatia diabética. En el afio 2011 segln la IDF
(Federacion Internacional de Diabetes) la diabetes ha causado 4,6 millones de muertes, siendo la cuarta
causa de muerte en la mayoria de los paises en desarrollo econémico y origina el 11% de los gastos

totales en la sanidad publica (http://www.idf.org/).

La retinopatia diabética (RD) es por tanto una de las complicaciones microvasculares crdnicas de la
DM vy se ha convertido en los paises industrializados en la principal causa de deficiencia visual y ceguera
en adultos entre los 25 y 74 afios de edad (Klein R, 1984a, 1984b). Produce en promedio un 12% de
nuevos casos de ceguera al afio (Centers for disease control and prevention, 1996). Existen diferentes
estudios de prevalencia de RD en poblacion diabética la cual ronda entre el 20,5% del Wisconsin
Epidemiologic Study of Retinopathy (WESDR) y el 39% del United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS) (Pesce A, 2005).

Aproximadamente el 98% de las personas con diabetes tipo |, el 80% de los diabéticos tipo Il insulin-

dependientes y el 50% de los no insulin-dependientes desarrollaran RD en los primeros 20 afios después


http://www.who.int/es/
http://www.idf.org/

del diagnodstico de la diabetes (Farreras-Rozman, 2004). En Espafia se encontré una prevalencia global
del 25,8%, siendo el 66,7% en pacientes diagnosticados antes de los 30 afios y del 23,5% en los
diagnosticados después (Goldaracena MB, 1998). Otros estudios (The Blue Montains Eye Study)
observan que es mas frecuente la RD en pacientes adultos insulino-dependientes alcanzando el 75%

frente al 35,7 % de los no insulino-dependientes (Mitchell P, 1998).

El edema macular diabético (EMD) es la causa principal de la pérdida de visién en los pacientes
diabéticos. La prevalencia del EMD difiere en la diabetes tipo I y Il y segln esté tratada o no con
insulina. Asi segin WESDR el 11,1% de los diabéticos tipo | tenian EMD, frente al 8,4% de los diabéticos
tipo Il. En este grupo Il, un 15% de los pacientes insulinodependientes tenian edema frente al 3,7% de
los que no se trataban con insulina.

El EMD estd relacionado con la severidad de la retinopatia que tiene el paciente. Estara presente en
el 3% de los pacientes con RD no proliferativa leve, en el 38% si es moderada-severa y en el 71% si es
proliferativa (Klein R et al., 1984). También esta relacionado con la duracién de la enfermedad. En el
WESDR publicado en 1993 se observé como a los 10 afios del diagndstico de la DM la incidencia del EMD
era de 20,1% en diabéticos tipo |, 25,4% en tipo Il con insulina y 13,9% en tipo Il sin insulina (Klein R et

al., 1995), (siendo 8,2%, 8,4% y 2,9% respectivamente a los 4 afios del diagndstico).

1.2 FACTORES DE RIESGO

Se han descrito varios factores de riesgo implicados en el desarrollo de la RD, siendo los que mas
inciden en su prevalencia el tiempo de evolucién y la edad del paciente en el momento del diagndstico

de la diabetes.

- El tiempo de evolucion de la diabetes: La frecuencia de RD en los diabéticos tipo | a los 5 afios
de evolucidn de su enfermedad es del 23%, aumentando al 60% a los 10 afios y al 80% a los 15
afos. En los diabéticos tipo Il se considera que ya en el momento del diagndstico, el 18% tiene

alguna forma de retinopatia (Klein R, 1995).

- La edad en el momento del diagndstico de la diabetes: La RD en su forma mas grave, la
proliferativa (RDP), es mas frecuente y se desarrolla de forma mas precoz en los diabéticos de
inicio juvenil que en pacientes diagnosticados posteriormente, debido probablemente a los

factores hormonales relacionados con el crecimiento.

- Mal control glucémico: Las complicaciones de la diabetes son consecuencia directa de la
hiperglucemia crénica, siendo la RD una de ellas. En el Diabetes Control and Complications Trial

(DCCT), se llegd a la conclusién de que todas las complicaciones microvasculares pueden



disminuir significativamente y la progresién de las mismas puede retrasarse en los pacientes

que llevan un control glucémico optimizado (DCCT, 1993).

- DM insulino dependiente (DMID): En diferentes estudios se ha demostrado que los pacientes
DMID necesitan mas tiempo para desarrollar la RD, pero la desarrollan mas frecuentemente. En

cambio, los pacientes con DMNID la desarrollan antes pero con menor frecuencia.

- Hipertension arterial (HTA): El WESDR demostré que tanto la HTA sistélica como la diastdlica
estan relacionadas con la progresidon a RDP y que la HTA diastdlica estd relacionada ademds con

una mayor incidencia de EMD.

- Dislipemia: Varios estudios han afirmado que los niveles elevados de lipidos séricos estan
asociados con la RD, en concreto con la existencia de exudados duros (American Diabetes

Association, 2000).

- Embarazo: El embarazo puede acelerar el desarrollo de la retinopatia debido entre otros

factores a los cambios hormonales contrainsulares que se producen (Klein BE et al., 1990).

- Factores oculares: La presidn intraocular, las oclusiones de ramas venosas de la retina, una
cirugia de catarata complicada con rotura capsular, los traumatismos oculares, uveitis,
radiacién y tumores intraoculares se han encontrado relacionados con la progresion de la RD.

(Demaria C, 1994)

- Otros: Niveles elevados de hemoglobina glicosilada, presencia de microalbuminuria, anemia

severa y factores genéticos.

1.3 FISIOPATOLOGIA

El desarrollo de las alteraciones microvasculares de la diabetes normalmente va precedido de al
menos 5 o 10 afos de hiperglucemia crénica (Lafuente ML, 2006). Esta hiperglucemia mantenida, junto
al resto de factores de riesgo sistémicos mencionados previamente, van a producir una serie de cambios
bioguimicos, hematoldgicos, anatémicos y fisioldgicos, responsables del dafio vascular endotelial y dafio

neuronal, con el consecuente desarrollo de la RD.

1.3.1 CAMBIOS BIOQUIMICOS

Los principales cambios bioquimicos inducidos por la hiperglucemia implicados en la patogenia de la

RD incluyen:



1.3.1.1 Acumulo de sorbitol (via de los polioles)

Cuando aumenta la concentracion intracelular de glucosa y se sobrepasa la capacidad de la via
glucolitica y de las pentosas, el exceso de glucosa se metaboliza a través de la via de los polioles,
convirtiéndose en sorbitol por medio de la aldosa reductasa. El incremento de sorbitol intracelular
produce un incremento de la presiéon osmdtica, favoreciendo la difusidn de agua desde el espacio

extracelular al interior de la célula con el consiguiente edema celular (Gabbay KH, 1975).

Por otro lado en este proceso la aldosa reductasa consume NADPH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato), lo que produce una deplecion de los niveles de glutation reducido, que es un
antioxidante protector del endotelio contra los radicales libres, produciéndose asi un aumento de la

susceptibilidad celular al estrés oxidativo (Brownlee M, 2005a).

Ambas situaciones van a generar un dafo en el endotelio y en los pericitos.

1.3.1.2 Aumento de productos finales de la glicosilacion proteica

La hiperglucemia crdnica va a dar lugar a un aumento de la produccién de productos finales de la
glicosilacion proteica. Estos son potentes generadores de radicales libres (Brownlee M, 2001). Su
aumento se ha relacionado con el engrosamiento de la membrana basal y pérdida de pericitos, con el
consecuente dafio endotelial y la aparicién de alteraciones en la permeabilidad vascular (aumento de la

viscosidad y coagulabilidad de la sangre), favoreciendo los fenémenos microtrombaticos.

1.3.1.3 Activacion de la proteinquisasa C (PKC)

Tanto la hiperglucemia de forma directa como indirectamente a través de los productos finales de
la glicosilacién, como el aumento de los radicales libres, aumentan la sintesis de un cofactor critico para
la activacion de las isoformas B y y de la PKC. La activacion de esta enzima aumenta la accidn
vasoconstrictora de la endotelina-1, disminuye la accién vasodilatadora del éxido nitrico y activa
factores vasoactivos como el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Esto va a dar lugar a
multiples alteraciones vasculares retinianas: aumento de la permeabilidad capilar, neovascularizacion
retiniana, cambios en el flujo sanguineo retiniano, oclusion capilar y disfuncion endotelial (Aiello LP,

2002; Brownlee M, 2001).

1.3.1.4 Aumento de la via de la hexosamina

En la diabetes aumenta la via de la hexosamina. El incremento de la actividad de esta via se ha

relacionado con la neurodegeneracion retiniana, aumentando la apoptosis neuronal.



Todas estas vias bioquimicas implicadas en la patogénesis de la RD parecen estar conectadas entre
si. Diferentes estudios sugieren que todas ellas serian activadas por la sobreproduccién de superéxido

en las células endoteliales, hiperproduccidén que estaria inducida por la hiperglucemia.

1.3.2 CAMBIOS HEMATOLOGICOS

En la sangre se produce un estado de hipercoagulabilidad, con aumento de la viscosidad sanguinea
y de la adhesividad y agregacién plaquetaria. Los glébulos rojos también son mas rigidos, dafiando con
su roce a las células endoteliales ya de por si deterioradas, ocasionando una alteracién y obstruccion del
flujo sanguineo. También se produce un aumento de fibrindgeno plasmatico. Todas estas
anormalidades pueden producir fendmenos trombdticos en los pequefios vasos retinianos (Lafuente M,

2005).

1.3.3 CAMBIOS ANATOMICOS

Los cambios morfolégicos en la micro-arquitectura vascular incluyen:

1.3.3.1 Pérdida de pericitos

El acimulo intracelular de sorbitol va a producir la pérdida de pericitos en los capilares de la retina,
desde las fases iniciales de la RD. Los pericitos son células contractiles de la pared capilar, con una
importante funcién en el mantenimiento de la integridad del vaso. Su pérdida va a producir un aumento
de la permeabilidad vascular y del diametro capilar, una alteracion de la regulacién del tono vascular y la
proliferacion de células endoteliales, con la consecuente dilatacion focal de la pared de los capilares,

dando lugar a la formacidn de microaneurismas (Lafuente M, 2006).

1.3.3.2 Engrosamiento de la membrana basal capilar

En las fases iniciales de la RD también se produce un engrosamiento progresivo de la membrana
basal capilar. Este cambio estructural ocasiona una disminucion del calibre vascular vy
consecuentemente del flujo sanguineo, lo que dificulta la difusion de nutrientes y favorece la hipoxia

tisular (Lafuente M, 2006).

1.3.4 CAMBIOS FISIOLOGICOS

Todas las alteraciones bioquimicas, hematoldgicas y anatdmicas expuestas anteriormente,

condicionan una serie de cambios fisiolégicos en la microcirculacién:



- Deterioro en el mecanismo de autorregulacion del flujo sanguineo, secundario a la pérdida de
pericitos y a la pérdida de elasticidad por el engrosamiento de la pared vascular. Dando lugar
como consecuencia a una vasoconstriccion y aumento de la resistencia del flujo.

- Disminucion de la velocidad del flujo sanguineo, debido a la mayor viscosidad sanguinea,
degeneracion de pericitos y al estrechamiento arteriolar por engrosamiento de la membrana
basal.

- Vasodilatacion compensatoria de la hipoxia retiniana.

- Rotura de la barrera hematorretiniana (BHR) interna, secundaria a la disminucién de la
proteina ocludina que forma parte de las uniones estrechas entre las células endoteliales
adyacentes. Esto permite el paso de fluido y sustancias citotéxicas desde la circulacion hasta el

espacio intersticial, provocando edema y dafio de las células retinianas.

En definitiva la microangiopatia que observamos en la RD no proliferativa (RDNP) se traduce por un
lado en un aumento de la permeabilidad vascular con extravasacidon del contenido intravascular al
espacio retiniano ocasionando edema y exudados duros (depdsitos de lipoproteinas y lipidos) y por otro
lado en la aparicion fendmenos de oclusion vascular que conducen a la isquemia del tejido retiniano y a
la aparicién de exudados blandos (microinfartos de las capas de fibras nerviosas). La hipoxia de la retina
tendra como consecuencia la formacidon de comunicaciones arteriovenosas y neovascularizaciéon para
intentar compensar la situacién de isquemia, produciéndose asi un cuadro clinico ain mas grave al que

conocemos como RD proliferativa (RDP).

Ademas los desdrdenes bioquimicos, hematolégicos, anatémicos y fisioldgicos producen de forma
paralela un dafio neuronal retiniano directo que contribuye a las disfunciones visuales vy

electrofisioldgicas observadas en los pacientes diabéticos.

El siguiente esquema resume la fisiopatologia de la RD:
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HIPERGLUCEMIA CRONICA

HTA, Dislipemia, Factores genéticos...

¥

= Sorbitol

= ‘] Productos finales glicosilacion
= Activacion PKC

= /] Via hexosamina

=  Hipercoagulabilidad

= Pérdida de pericitos
=  Engrosamiento membrana basal

= Alteracion autorregulacion flujo sanguineo
= | Velocidad flujo sanguineo

=  Vasodilatacion compensatoria

= Rotura BHR

¥ ¥

MICROANGIOPATIA NEURODEGENERACION
I Permeabilidad Oclusién
Extravasacion microvascular
Edema Isquemia

. NEOVASCULARIZACION

Exudados blandos

Exudados duros

Hemorragias

Figura 1. Representacion gréfica de los diferentes cambios implicados en la fisiopatologia de la RD. PKC:

Protein quinasa C; BHR: Barrera hematorretiniana.

1.4 NEOVASCULARIZACION RETINIANA Y FACTORES ANGIOGENICOS

La angiogénesis es el proceso de formacion de vasos sanguineos a partir de los ya existentes. Se
produce cuando tenemos una hiperproduccion o activacion de los factores proangiogénicos o una

hipoproduccién o inactivacién de los factores antiangiogénicos.

En la RD la situacidn de hipoxia retiniana estimula la expresion y secrecién de factores angiogénicos,
que se difunden por el tejido retiniano y actian sobre receptores especificos situados en las células
endoteliales con la consecuente formacién de nuevos vasos, con el fin de intentar compensar la

situacion de hipoxia.

El proceso de angiogénesis involucra a una gran cantidad de mediadores que se resumen en la

siguiente tabla:
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FACTORES PROANGIOGENICOS FACTORES ANTIANGIOGENICOS

e VEGF (Vascular Endotelial Growth Factor) e  PEDF (Pigment Epithelium-Derived Factor)
e  FGF (Fibrobastic Growth Factor) e  TGF-B (Transforming Growth Factor)

e Angiopoyetina e Trombospondina

e  IGF (Insulin Growth Factor) e Angiostatina

e  PDGF (Platelet-derived Growth Factor) e  Somatostatina (SST)

e  HGF (Hepatocyte Growth Factor)
e  EPO (Eritropoyetina)
Tabla 1. Resumen de los principales factores proangiogénicos y antiangiogénicos.

141 FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF)

El VEGF es el factor del que mds evidencias clinicas y experimentales existen. Es un mitégeno
especifico de las células endoteliales que aumenta mucho en condiciones de hipoxia. Posee una potente
actividad angiogénica e inductora de la permeabilidad vascular, con lo cual estimula por un lado la
formacion de neovasos y por otro aumenta la permeabilidad vascular, contribuyendo a la aparicién del
edema. Esto ha hecho que en la actualidad se utilicen farmacos antiangiogénicos dirigidos contra el

VEGF para el tratamiento del EMD o la RDP.

En la retina el VEGF es sintetizado por diferentes tipos celulares que incluyen a las células
ganglionares, células del EPR, pericitos, células endoteliales, astrocitos y células de Midiller. La hipoxia
aumenta hasta 30 veces la produccion de VEGF por estas células de la retina (Aiello LP et al., 1995). Y su
efecto lo ejerce al interaccionar con una familia de receptores con actividad tirosina-quinasa que se

expresan en el endotelio vascular, altamente afines y especificos para el VEGF (Joukov V et al., 1996).

Varios estudios (Lu M y Adamis AP, 2002; Sarlos S et al., 2003) demuestran que el VEGF desempefia
un papel importante en los procesos angiogénicos retinianos. Se ha observado en modelos
experimentales de retinopatia isquémica como se consigue inhibir la neovascularizcién retiniana tras

bloquear la accién del VEGF (Miller JW et al., 1997).

1.4.2  FACTOR BASICO DE CRECIMIENTO DE LOS FIBROBLASTOS (bFGF)

Fue el primer factor de crecimiento hallado en la retina. Estimula la migracidon y la proliferacion de
células endoteliales. Tiene una accion sinérgica con el VEGF, actuando como factor potenciador en el

desarrollo de la RD (Asahara T et al., 1995; Ozaki H et al., 1998).

1.4.3  FACTOR DE CRECIMIENTO SIMILAR A LA INSULINA (IGF-1)

Actda como un factor potenciador del resto de factores. Estimula la migracién y la proliferacion de
células endoteliales de los capilares retinianos (Grant M et al., 1986) y células del EPR (Grant MB et al.,

1990).

Tanto el bFGB como el IGF juegan un papel en la neovascularizacidon pero se piensa que no son

factores angiogénicos primarios como el VEGF.
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1.5 CLASIFICACION DE LA RD Y EMD

Es esencial disponer de una clasificaciéon de la RD que describa su severidad y la del edema macular

para su correcto manejo clinico. La clasificacién clinica universalmente aceptada es la formulada por el

Early Treatment Diabetic Retinopathy Study Research Group, conocida como ETDRS. En cada uno de sus

niveles se incluyen las diferentes lesiones oftalmoscépicas y el riesgo de progresion de las mismas

(Diabetic Retinopathy Study Research Group, 1981; EDTRS Group, 1991). Esta clasificacion se considera

la de referencia para los ensayos clinicos ya que es reproducible y ampliamente validada. Sin embargo,

no se utiliza habitualmente en la practica clinica debido a su complejidad.

Para la practica clinica diaria se utiliza la clasificacion propuesta por el Global Diabetic Retinopathy

Project Group (Wilkinson CP, 2003). Esta clasificacion se basa en la evidencia cientifica proveniente de

estudios previos, sobretodo el ETDRS y WESDR. Evalua de forma independiente la RD y el EMD,

basandose exclusivamente en el examen oftalmoscdpico.

NIVEL DE SEVERIDAD

HALLAZGOS EN EL FONDO DE 0JO

Sin retinopatia aparente

Sin alteraciones

RDNP leve

Sélo MA

RDNP moderada

MA asociados a:

e <20 hemorragias intrarretinianas en cada uno de los 4
cuadrantes

e Exudados duros

e Exudados algodonosos

e Arrosariamiento venoso en 1 solo cuadrante

RDNP severa

MA asociados a uno de los siguientes:

(Regla 4-2-1)
e >20 hemorragias intrarretinianas en cada uno de 4
cuadrantes

e Arrosariamiento venoso en 2 cuadrantes
e AMIR en 1 cuadrante

RDNP muy severa

MA asociados a al menos dos de los anteriores

RDP

Alguno de los siguientes:
e Neovascularizacion
e Hemorragia prerretiniana o vitrea

Tabla 2. Clasificacion clinica internacional de la RD (Wilkinson CP, 2003). RDNP: retinopatia diabética no

proliferativa. RDP: retinopatia diabética proliferativa. MA: microaneurismas. AMIR:

microvasculares intrarretinianas.
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Figura 2. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP leve, en la que Unicamente se observan

microaneurismas (flecha).

Figura 3. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP moderada, con exudados duros, un exudado

algodonoso y una hemorragia retiniana.

Figura 4. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP severa con numerosas hemorragias

intrarretinianas e importantes areas de isquemia en la angiografia.
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Figura 5. Fotografia y angiografia de un caso de RDP con neovasos en la papila (flecha) y abundantes

areas de isquemia en retina periférica.

NIVEL DE SEVERIDAD HALLAZGOS EN EL FONDO DE 0JO

EMD ausente No existe aparentemente engrosamiento de la retina o
exudados duros en polo posterior

EMD presente Existe engrosamiento de la retina o exudados duros en

polo posterior.

e Leve: lejos de la macula

e Moderado: cerca de la macula sin afectacion central

e Severo: afectacion del centro de la macula

Tabla 3. Clasificacion Internacional del Edema Macular (Wilkinson CP, 2003). EMD: edema macular

diabético.

Para el abordaje del edema macular es importante ademas recordar el concepto de “edema
macular clinicamente significativo (EMCS)”, introducido por el ETDRS (ETDRS Research Group, 1985),

puesto que es el la indicacidn de eleccidn para iniciar un tratamiento:

EDEMA MACULAR CLINICAMENTE SIGNIFICATIVO (Figura 6)
e Engrosamiento de la retina dentro de 500 um* del centro de la macula
e Exudados duros dentro de 500 um del centro de la macula, si se asocia con aumento del grosor
retiniano
e Zona de engrosamiento retiniano del tamafio de al menos 1 didmetro papilar, si una parte de
éste estd a menos de 1 didmetro papilar del centro de la macula.
Tabla 4. EMCS (ETDRS Group, 1985)

*Aproximadamente 1/3 del diametro papilar
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Figura 6. Fotografia e imagenes de la tomografia de coherencia 6ptica (OCT) de Cirrus mostrando un
EMCS con engrosamiento retiniano y exudados duros dentro de las 500 um del centro de la macula. DD:

Diametro de disco.

El EM puede clasificarse también en funcion de las areas de fuga de contraste en la AGF (Pareja-Rios
et al., 2009) en:

- EM focal: Area bien definida de difusién asociada principalmente (267%) a microaneurismas.
Fundoscdpicamente se caracteriza por un anillo circinado de exudados (Figura 7a).

- EM multifocal: Varias areas de difusion procedente de microaneurismas (Figura 7b).

- EM difuso: Area de difusién > 2DD o asociada <33% a microaneurismas. Fundoscépicamente
aparece como un darea de edema poco definida. Se asocia con frecuencia al edema macular
quistico (Figura7c).

- EM mixto: Coexistencia de varios tipos de EM: focal y difuso en un mismo ojo.

- \_\"- o ?, —

Figura 7. Imagenes fundoscdpicas y angiograficas de los diferentes tipos de EM segln la AGF. A) EM

focal; B) EM multifocal; C) EM difuso de tipo quistico.
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Actualmente debido al uso extendido de la OCT también se ha establecido una clasificacion del EM

basada en esta técnica (Panozzo et al., 2004):

1.

Atendiendo a la morfologia:

E1: EM espongiforme: engrosamiento simple que afecta a las capas mas externas de la retina,
donde no se observan espacios quisticos.

E2: EM quistico: engrosamiento de la retina que se asocia con quistes.

E3: EM con desprendimiento de neuroepitelio: De forma aislada o asociada a alguna de las
formas anteriores, puede aparecer un desprendimiento de neuroepitelio.

Atendiendo a la presencia de traccion epirretiniana:

TO: Ausencia de traccidn (linea hiperreflectante).

T1: Presencia de linea continua hiperreflectante pero sin distorsionar la retina.

T2: Linea continua hiperreflectante con multiples puntos de unién a la retina y distorsién de la
misma.

T3: Traccion anteroposterior con la configuracion tipica en ”alas de gaviota”.

Figura 8. Imagenes de OCT que muestran diferentes tipos de EMD: A) EM espongiforme; B) EM

quistico; C) EM con desprendimiento de neuroepitelio; D) EM con traccidn anteroposterior.

1.6 SIGNOS CLINICOS

Segun descrito anteriormente, podemos distinguir por lo tanto dos tipos fundamentales de RD:

RD no proliferativa (RDNP): Caracteristicas clinicas derivadas de las alteraciones vasculares
como aumento de la permeabilidad vascular y oclusién vascular.
RD proliferativa (RDP): Formacion de nuevos vasos anormales y tejido fibroso, mas grave y de

peor prondstico visual, aunque menos frecuente.
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1.6.1  RETINOPATIA DIABETICA NO PROLIFERATIVA

Los hallazgos principales y caracteristicos de la RDNP incluyen:

1.6.1.1 Microaneurismas

Los microaneurismas son dilataciones saculares de la red capilar debido a la pérdida de pericitos.
Suelen ser el primer signo oftalmoscopico de la RD. Se localizan en la capa nuclear interna (Ashton N,
1950). En la oftalmoscopia se observan como pequefios puntos rojizos. En la fase inicial de la AGF se
rellenan durante la fase venosa apareciendo como pequefios puntos hiperfluorescentes que pueden
permitir en fases mas tardias la fuga del contraste. En la RD avanzada, se ocluyen y no pueden ser

distinguidos con esta técnica.

1.6.1.2 Hemorragias intrarretinianas

Las hemorragias tienen su origen en la rotura de microaneurismas, capilares y vénulas. Las
profundas se localizan en las capas plexiforme externa y nuclear interna y se manifiestan como manchas
rojas redondeadas. Las superficiales adoptan forma alargada en llama debido a que siguen el trayecto

de las fibras nerviosas. Se originan a partir de las arteriolas precapilares superficiales.

1.6.1.3 Exudados duros

Los exudados duros son depdsitos extracelulares de lipidos y lipoproteinas, extravasados debido a
la hiperpermeabilidad de los vasos anormales. Se localizan fundamentalmente en la capa plexiforme
externa de la retina, aunque pueden ocupar el espacio subrretiniano y dafar los fotorreceptores (FR). En
la oftalmoscopia se observan como depdsitos blancoamarillentos de tamafio variable con limites
irregulares pero bien definidos. Se pueden presentar en forma aislada o conformando anillos circinados

(en forma de corona) rodeando a un microaneurisma.

1.6.1.4 Exudados blandos

Los exudados blandos representan infartos de la capa de fibras nerviosas. Se deben a la obstruccion
de arteriolas retinianas terminales, correspondiéndose con acumulos de material axoplasmico en el
margen del infarto microvascular. En la exploracion oftalmoscépica aparecen como manchas
blanquecinas de bordes difusos. Si son numerosos es un signo progresion rdpida de la retinopatia que

tiene alto riesgo de convertirse en RDP.

1.6.1.5 Anomalias vasculares retinianas

Las anomalias vasculares aparecen en respuesta a areas de no perfusion e isquemia retiniana, por lo
que son un signo de mal prondstico, con una alta probabilidad de progresién a RDP. Entre las anomalias

vasculares observadas en la RD se encuentran:
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- Arrosaramiento venoso: Son vénulas de calibre irregular, con zonas sucesivas de dilatacion y
estrechamiento.

- Anomalias vasculares intrarretinianas (AMIR): Son una red de finos vasos capilares anémalos
intrarretinianos de recorrido tortuoso que se forman como comunicaciones entre las arteriolas
y las vénulas en zonas en las que existen oclusiones vasculares. Permiten la fuga de

fluoresceina en la AGF, aunque no tan profusamente como los neovasos prerretinianos.

1.6.2  RETINOPATIA DIABETICA PROLIFERATIVA

1.6.2.1 Neovasos

La formacion de neovasos en la retina se produce en respuesta a la isquemia, que estimula la
sintesis de factores angiogénicos. Suelen tener su origen en una vénula adyacente a la zona de no
perfusion, pero en ocasiones nacen de arteriolas. Aunque inicialmente son intrarretinianos, acaban
perforando la membrana limitante interna (MLI), haciéndose prerretinianos y formando adherencias
con el vitreo suprayacente. Se acompaian de tejido fibroso o glial, que les proporciona un soporte vy al
contraerse este puede dar lugar a hemorragias prerretinianas o vitreas o incluso un desprendimiento de

retina traccional o regmatégeno.

Los neovasos son capilares sin uniones estrechas entre sus células endoteliales, por lo que son

parcialmente permeables y en la AGF muestran fuga del colorante.

En los estadios finales, con isquemias retinianas amplias o desprendimientos de retina extensos
(Figura 9), puede producirse neovascularizacidn en el iris o dngulo iridocorneal, pudiendo dar lugar a un

glaucoma neovascular.

Figura 9. Fotografias retinianas de campo amplio que muestran dos casos de RDP con abundantes
neovasos (izquierda) y proliferaciones fibrovasculares desencadenandeo un desprendimiento de retina

traccional.
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1.6.3 EDEMA MACULAR DIABETICO

El EMD puede aparecer en cualquiera de sus estadios: RD no proliferativa o proliferativa. Se trata de
un engrosamiento de la retina por acumulo de liquido en el drea macular, en concreto entre la capa de
Henle y la capa nuclear interna de la retina. Su aparicién se debe a varios mecanismos (Bhagat et al.,
2009):

a) Pérdida de pericitos, alteracidon de las células endoteliales y disfunciéon de las uniones
intercelulares.

b) Secrecion de factores que aumentan la permeabilidad vascular: VEGF, PKC, histamina,
angiotensina Il, metaloproteinasas, PEDF, PDGF, b-FGF.

c) Adhesiones vitreorretinianas que producen traccion sobre la macula.

Todo ello induce la rotura de las BHRs (la interna formada por el endotelio de los capilares
retinianos y las células gliales (astrocitos y células de Miiller) y la externa integrada por el epitelio
pigmentario retiniano (EPR) y la membrana de Bruch), con la consiguiente salida de fluido desde los
capilares y microaneurismas al espacio extracelular. A largo plazo la acumulacién de liquido en el
espacio extracelular puede causar la tumefacciéon de las células de Miiller seguida de isquemia y necrosis
de las mismas y las células nerviosas adyacentes. Esto dara lugar a la formacidn de espacios quisticos en

la capa plexiforme externa.

Como se ha visto anteriormente puede ser focal o difuso. El focal se origina a partir del fluido que
escapa de microaneurismas y capilares, observandose en la oftalmoscopia como un anillo parcial o
completo de exudados duros. El edema macular difuso se produce como consecuencia de una ruptura

generalizada de la BHR, produciendo engrosamiento retiniano mas extenso asociado o no a exudados.

La RDP junto al EMD son las dos entidades clinicas que van a determinar el prondstico visual de los
pacientes con RD, ya que pueden conducir a una pérdida de visidn significativa. El EMD es la causa mds
frecuente de disminucién de la agudeza visual (AV) en los diabéticos. La RDP es la responsable de los

déficits visuales mas severos (Bloomgarden, 2008).

1.7 DIAGNOSTICO

Para realizar un diagndstico correcto del grado de RD es necesario conocer la historia clinica del
paciente, el tipo y duracién de su diabetes, y sobre todo conocer su control metabdlico de la glucemia y
de los factores de riesgo asociados.

El diagndstico de la RD se realiza mediante un estudio de fondo de ojo, que debe ser anual a partir
de los 5 afios de diagndstico de la diabetes tipo | y desde el momento del diagndstico en los pacientes

diabéticos tipo Il. Posteriormente el cribado se realizard cada 2 o 3 afios en pacientes diabéticos bien
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controlados y sin RD aparente, y anual para pacientes sin RD pero con factores de riesgo asociados o
pacientes con RDNP leve (Pareja-Rios A, 2009).

En el diagndstico y seguimiento de la RD se utilizan varias pruebas complementarias destacando
principalmente la AGF y la OCT.

La AFG es una prueba de contraste en la que se inyecta fluoresceina sddica intravenosa y se realizan
fotografias del fondo de ojo. Nos permite identificar multiples lesiones que pueden pasar desapercibidas
en la fundoscopia, valorar las zonas de neovascularizacion e isquemia y controlar los efectos del
tratamiento aplicado.

La OCT es una prueba de diagndstico por la imagen capaz de realizar cortes dpticos de la retina de
10u de grosor o menor que nos permiten ver una imagen casi histolégica de las capas de la retina y las
alteraciones que en ellas aparecen. En la RD es muy Uutil para el diagndstico del EMD, su clasificacion y

documentar su evolucion tras el tratamiento.

1.8 TRATAMIENTO

Tanto el tratamiento sistémico como el tratamiento oftalmoldgico, son imprescindibles para el

control de la RD y el EMD.

1.8.1 CONTROL DE LOS FACTORES DE RIESGO SISTEMICOS

La Unica actuacion médica con capacidad demostrada para prevenir la incidencia y el desarrollo de
la RD es mantener un buen control glucémico. Las actuales recomendaciones de la American Diabetes
Association (ADA) (American Diabetes Association, 2003) marcan como objetivo niveles de glucemia en

ayunas inferior a 110 mg/dl y una hemoglobina glicosilada (HbAlc) menor del 7%.

Ademas, igualmente es esencial el control del resto de factores de riesgo sistémicos como la
dislipemia (LDL colesterol < 100mg/dl o <70mg/dI si alto riesgo cardiovascular), la HTA (mantener cifras

inferiores a 130/80mmHg), la anemia, el sobrepeso y el estado renal (microalbuminuria en orina).

1.8.2 FOTOCOAGULACION LASER

El tratamiento mediante fotocoagulacidn laser ha sido clasicamente el “gold estandar” para tratar la
RDP y el EMD, basandose en los resultados de dos grandes estudios multicéntricos: el Diabetic
Retinopathy Study (DRS) (Diabetic Retinopathy Study Research Group, 1981) y el ETDRS (ETDRS research
group," 1985).

La eficacia de la fotocoagulacion se basa principalmente en que disminuye el consumo de oxigeno
por la retina al destruir las células fotorreceptoras (con elevado consumo de oxigeno) de las areas
isquémicas retinianas observadas en la AGF y sustituirlas por cicatrices gliales (con bajo consumo de
oxigeno). De esta forma se reduce la produccién de factores vasoproliferativos inducidos por la hipoxia

retiniana y se produce una liberacion de factores antiangiogénicos directamente desde el EPR
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estimulado por el laser. La fotocoagulacion induce la involucién de los neovasos y previene las

complicaciones derivadas de los mismos.

Existen dos tipos de tratamiento con laser: la panfotocoagulaciéon (PFC) (consistente en
fotocoagular toda la retina siguiendo unos patrones de impactos sobre el tejido con huecos entre ellos)
y la fotocoagulacion focal o en rejilla (que se aplica especificamente en el polo posterior para tratar el

edema macular).

La principal indicacién de la PFC es la RDP. Su objetivo no es mejorar la vision sino estabilizar la
retinopatia y prevenir la pérdida visual severa. Se recomienda de 1200 a 1600 impactos desde las
arcadas vasculares hacia el ecuador, separadas en la zona nasal 500 um de la papila y dos diametros de
disco de la zona temporal hasta el centro de la macula (3.000 um). Puede considerarse la PFC temprana

en RDNP severas en pacientes con:

- Mal control metabdlico

- Pacientes que no cumplan las revisiones de forma habitual

- Pacientes con RDP en el ojo adelfo

- Pacientes con cataratas que puedan limitar el futuro tratamiento o previamente a la cirugia de
catarata

- Embarazo o deseo del mismo

- Areas de isquemia generalizadas

La fotocoagulacion focal esta indicada en aquellos pacientes con EMCS (ver Tabla 4). En el caso de
EMD focales o multifocales se tratan los microaneurismas que fuguen y se encuentren en el centro de
las coronas circinadas. La AGF nos indica el estado de la red perifoveolar, identifica los microaneurismas
y las zonas de fuga, siendo muy util para planear el tratamiento. Se utiliza un spot de 50-100 micras,
0,05-0,1 segundos de duracidn y la potencia suficiente para producir un blanqueo suave de los mismos.
En EMD difusos se realiza una fotocoagulacion en rejilla, tratando todo el area macular cubriendo las
3000 um desde el centro de la macula y 3500 um en el lado temporal, respetando las 500 um centrales y
las 500 um peripapilares. En los casos con RD en lo que hayamos decidido realizar una PFC y que ademas

presenten EMCS, se tratard primero éste y posteriormente se hara la PFC.

Los resultados iniciales de eficacia y seguridad del laser en el EMD del ETDRS apenas se han
modificado tres décadas después de su publicacién. Son bastante alentadores en los edemas focales,
pero decepcionantes en los difusos. En lineas generales se puede afirmar que el tratamiento laser
precoz consigue estabilizar la AV en un 50% de los pacientes, mejorarla sélo en el 10% de ellos (Cabrera
y Armada, 2012; ETDRS Research Group, 1987) y un porcentaje no desdefiable de pacientes
experiencian pérdida de vision progresiva a pesar del laser. Ademas el uso a largo plazo del laser esta
limitado por riesgos y efectos adversos como escotomas centrales y paracentrales, pérdida de visién del
color, alteracion de la sensibiliadad al contraste, aumento progresivo de las cicatrices y ocasionalmente

neovascularizacion coroidea secundaria (Mitchell P, 2014). El laser subumbral de diodo y el laser PASCAL
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se han desarrollado para minimizar las cicatrices y posibles complicaciones asociadas al laser. Sin

embargo resultados a largo plazo son necesarios para evaluar mejor su papel.

En la actualidad aunque sigue ocupando un lugar destacado en los algoritmos de tratamiento, se ha

visto desplazado por la llegada de las nuevas terapias antiangiogénicas y su papel estd siendo redefinido

(Lopez-Galvez y Garcia-Campos, 2012).

Figura 10. Fotografia retiniana, angiografia y autofluorescencia que muestran las cicatrices de una PFCy

fotocoagulacién en rejilla con laser PASCAL.

1.8.3  INHIBIDORES DEL VEGF (ANTI-VEGF)

El mayor entendimiento de la fisiopatologia de la RD y EMD, junto con el papel fundamental que
desempefia el VEGF, pusieron en marcha la investigacion de nuevas lineas de tratamiento que
interfieren en la via de transcripcion y activacion del VEGF para intentar no sélo estabilizar, sino
recuperar la AV perdida en pacientes con RD y sobre todo EMD. A dia de hoy son cuatro los farmacos
que bloquean el VEGF: pegaptanib (Macugen®), ranibizumab (Lucentis®), bevacizumab (Avastin®) y
aflibercept (Eylea®). A continuacidn se resumen los resultados de los ensayos mas significativos que han
proporcionado la evidencia cientifica sobre la que se sustenta hoy el uso de anti-VEGF para el

tratamiento del EMD y la RD (Tabla 5).

1.8.3.1 Antil-VEGF en el edema macular diabético

- PEGAPTANIB (MACUGEN®)

Un estudio clinico de fase II/1Il multicéntrico, doble ciego, controlado con placebo estudié la eficacia
de 0,3 mg de pegaptabib para tratar el EMD durante dos afios. El primer afio incluyd 260 ojos y de ellos
207 completaron el segundo afio. El tratamiento se administré cada 6 semanas durante el primer afo y
a demanda durante el segundo. A partir de la semana 18 los pacientes podian recibir también
tratamiento con laser si persistia el EM. El grupo de pacientes tratados con pegaptanib ganaron una

media de 6,1 letras comparado con 1,3 letras en el grupo control (p<0,01) a los dos afios. Ademas los
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pacientes tratados con pegaptanib requerian menos tratamientos con ldser y tenian mejores

puntuaciones en el “National Eye Institute Visual Functioning Questionnaire” (Sultan et al., 2011).
- RANIBIZUMAB (LUCENTIS®)

El “American Academy of Ophthalmology study group” (Ho AC et al.,, 2012) concluyé que cinco
estudios proporcionan un nivel de evidencia | que apoya el uso de ranibizumab para el EMD: RESOLVE,

READ-2, RESTORE, DRCR.net Protocol | y RISE-RIDE.
Estudio RESOLVE (Massin et al., 2010)

Estudio de fase Il, multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo para evaluar la
eficacia y seguridad del ranibizumab comparado con placebo durante 12 meses. Se incluyeron 151
pacientes con AV comprendidas entre 20/40 y 20/160 y un espesor macular central > 300pum. Los
pacientes fueron aleatorizados para recibir 0,3 mg de ranibizumab, 0,5 mg o una inyeccion simulada. Se
administraban 3 inyecciones mensuales consecutivas de carga y a continuacion inyecciones a demanda
en caso de tratamientos fallidos, < 50 um de disminucién de espesor foveolar o <5 letras de ganancia de
AV, interrumpiéndose en caso de AV > 79 letras y espesor macular £ 225 um. Ademas a partir de los 3
meses era posible rescatar pacientes, tratdndoles con laser focal o rejilla o duplicar la dosis de

ranibizumab.

Al finalizar el estudio la BCVA media mejord 7,8 letras desde la visita basal en los grupos de
ranibizumab comparados con -0,1 letras en el grupo placebo (P<0,0001). Ademas los porcentajes de
pacientes tratados con ranibizumab que ganaron > 10 letras y > 15 letras triplicaron a los del grupo
placebo. La reduccion en el espesor central retiniano también siguid la misma tendencia, con una
disminucion de 194,2 um en los grupos de ranibizumab frente a 48,8 um con la inyeccién simulada. Por
otra parte, el porcentaje de pacientes que requiridé tratamiento de rescate con laser fue inferior en el

grupo de ranibizumab (4,9%) frente a 34,7% en el grupo de inyeccion simulada.

Este estudio permitié por lo tanto comprobar la eficacia del ranibizumab mensual intravitreo frente
al placebo y se determiné la dosis de 0,5mg como la mds eficaz y segura y con un buen perfil de

seguridad.
Estudio READ-2 (Nguyen et al., 2010)

Estudio clinico de fase Il, multicéntrico, aleatorizado, comparando ranibizumab con laser focal y la
combinacién de ambos durante 24 meses. Se aleatorizaron 126 pacientes con AV entre 20/40y 20/320y
espesor macular central 2 250 um en los siguientes grupos: grupo 1: 0,5mg ranibizumab en la visita
basal y meses 1, 3 y 5; grupo 2: laser en la visita basal y al tercer mes si necesario; grupo 3: inyecciones
de 0,5mg ranibizumab y laser en las visitas basal y al tercer mes. A partir de los 6 meses los pacientes de
cualquiera de los 3 grupos podian ser retratados con ranibizumab cada dos meses o laser cada tres si el

grosor macular central era = 250 um.
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El cambio en BCVA desde la visita basal hasta el mes 24 fue de +7,7 letras para el grupo 1, +5,1
letras para el grupo 3 y +6,8 letras para el grupo 3, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas entre los tres grupos. Observaron que los pacientes de los grupos 2 y 3 requerian un menor
numero de intravitreas que en el grupo 1 sin comprometer los resultados visuales, apuntando a que el
tratamiento combinado con laser reducia el nimero de inyecciones. La media de inyecciones recibidas
durante los 24 meses fue de 9,3, 4,4, y 2,9 para los grupos 1, 2 y 3 respectivamente. Un tratamiento mas
agresivo con ranibizumab a partir del segundo afio demostrd que la BCVA podria mejorarse incluso 3,1
letras mas (P=0,009) en el grupo 1 (Do et al., 2013). En cuanto a los resultados anatémicos, también que
se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos, con una mayor resolucidn del edema en

los grupos 2 y 3.

Los datos obtenidos en este ensayo confirmaron que el ranibizumab intravitreo es eficaz en el
tratamiento del EMD pero ademas pusieron de manifiesto que la combinacion con laser contribuia a

disminuir la incidencia del EMD persistente o recurrente, asi como el nUmero de intravitreas necesarias.
Estudio RESTORE (Lang et al., 2013; Mitchell et al., 2011; Schmidt-Erfurth et al., 2014)

Estudio de fase lll multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, controlado con laser para estudiar la
eficacia de 0,5 mg de ranibizumab como monoterapia o combinado comparado con el gold estandar:
ldser en monoterapia durante 12 meses. Se incluyd un total de 345 pacientes de 73 centros diferentes
que presentaban AV entre 20/32 y 20/160. El tratamiento incluia una fase inicial de 3 inyecciones
mensuales de carga seguidas de tratamiento continuado hasta estabilizacidon de la AV con tratamiento
PRN (“pro re nata” o a demanda). Después del afio de seguimiento los grupos tratados con ranibizumab
mostraron un resultado superior en el cambio medio de la AV comparado con el grupo de laser en
monoterapia: +6,1 letras en el brazo de ranibizumab (p<0,0001), +5,9 en el brazo ranibizumab
combinado con laser (p<0,0001) y +0,8 en el brazo con laser en monoterapia. El porcentaje de pacientes
que ganaron > 10 letras y > 15 letras fue entre dos y tres veces mayor en los grupos tratados con
ranibizumab comparados con el grupo del laser (37,4% frente a 15,5% y 22,6% frente a 8,2%
respectivamente). Ademds hasta un 8,2% de los pacientes tratados con laser en monoterapia perdieron
> 15 letras comparado con sélo un 0,9% en el grupo del ranibizumab en monoterapia. La ganancia en AV
se acompaino de una mejoria también en la escala de valoracion de la calidad de vida relacionada con la
salud, medida mediante el cuestionario NEI-VFQ (National Eye Institute Visual Function Questionnaire),

mayor en los grupos tratados con ranibizumab.

La disminucion en el espesor central de la retina fue también estadisticamente significativa a favor
de los grupos tratados con ranibizumab. Este estudio realizd6 ademas un andlisis de subgrupos
atendiendo a si el edema macular era focal o difuso, a la severidad del EMD o la RD, encontrando
también resultados significativamente mejores en los pacientes tratados con ranibizumab en sus dos

brazos de tratamiento independientemente del tipo de EM.
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Este estudio confirmo por tanto que ranibizumab era eficaz en el tratamiento del EMD incluso en
monoterapia, siendo los resultados visuales superiores a los obtenidos en pacientes tratados sélo con
laser focal o rejilla. Ademas ayudé a introducir el concepto de estabilizacién de la AV en el tratamiento
de esta enfermedad y la necesidad de realizar una tanda inicial de inyecciones mensuales hasta alcanzar

dicho efecto.

El estudio RESTORE inicial de 12 meses continué durante dos afios mas mediante el RESTORE
extension study (Lang et al., 2013; Schmidt-Erfurth et al., 2014), en el que los pacientes de los 3 grupos
del estudio inicial siguieron recibiendo inyecciones de ranibizumab en régimen PRN asociado o no a
laser. Los resultados avalaron la eficacia y seguridad del ranibizumab a largo plazo, manteniendo los
resultados de ganancia de AV y disminucién e espesor macular del primer afio y con una disminucion
progresiva en el nimero de intravitreas: 7 inyecciones de media el primer afio, 3,8 el segundo afio y 2,6

el tercer afo.
Estudio DRCRnet (Elman et al., 2010; Elman et al., 2011; Elman et al., 2012)

Ensayo clinico de cinco afos, multicéntrico de fase Ill disefiado por la Diabetic Retinopathy Clinical
Research Network (DRCRnet) para evaluar la eficacia del ranibizumab y de la triamcinolona intravitreos
en el tratamiento del EMD compardndolos con la terapia laser convencional. Se incluyeron 854 ojos de
691 pacientes con AV iniciales de 20/32 a 20/320 y espesor retiniano central > 250 um. Los pacientes
fueron aleatorizados para recibir inyeccidon simulada mas laser temprano (entre 3 y 10 dias), 0,5mg de
ranibizumab mas laser temprano, 0,5mg de ranibizumab mds laser diferido (a partir de 24 semanas) o
4mg de triamcinolona mas laser temprano. El ranibizumab fue administrado posteriormente cada 4
semanas hasta la semana 12 y a partir de entonces a criterio del investigador con intervalos minimos de
4 semanas entre inyecciones. Asimismo, la triamcinolona intravitrea podia ser administrada cada 16

semanas y el tratamiento con laser podia ser repetido cada 13 semanas.

Los resultados demostraron que el ranibizumab combinado con laser temprano o diferido era mas
efectivo que el Idser en monoterapia. La ganancia en AV media al primer afio fue de +9 letras en los
grupos de ranibizumab mas laser comparado con +3 letras en el grupo de laser mas inyeccién simulada.
El segundo afio la AV continué mejorando con un cambio medio de +3,7 letras con ranibizumab y laser
temprano y +5,8 letras mas con ranibizumab vy laser diferido, mayores que en el grupo del laser en
monoterapia. A los tres afos el tratamiento combinado con laser temprano se asocié a un menor
numero de intravitreas que con el laser diferido, pero sin embargo los resultados visuales fueron

mejores en el grupo del laser diferido (+6,8 letras frente a +9,7 letras respectivamente (P=0,02)).

Este estudio ayudd a establecer la superioridad del ranibizumab con laser temprano o diferido

frente al laser y la terapia combinada con triamcinolona.
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Estudios RISE and RIDE (Bressler et al., 2014; Brown et al., 2013; Nguyen et al., 2012)

Se trata de 2 estudios paralelos metodoldégicamente idénticos de fase Ill, multicéntricos,
aleatorizados, dobles ciegos y controlados con inyeccion simulada, comparando la eficacia y seguridad
de 0,3 mg de ranibizumab y 0,5 mg de ranibizumab en 24 meses. Participaron 65 centros que incluyeron
759 pacientes, 377 para el estudio RISE y 382 para el estudio RIDE con AV entre 20/40 y 20/320 y
espesor retiniano central > 275 um. Se administraron 3 dosis de carga mensuales y luego control
mensual y retratamiento en funcidn de si el espesor macular central mayor o igual a 250 um con menos
de 50 pum de cambio respecto al mes anterior. A los tres meses se podia realizar ademads un tratamiento
de rescate con laser. En ambos estudios la proporcién de pacientes que ganaron > 15 letras era el doble
en los grupos de ranibizumab que con la inyeccién simulada con una ganancia media entre 8,5y 9,9
letras al mes 24 en los pacientes tratados con ranibizumab (P<0,0001) comparados con la inyeccidn
simulada. Ademas la mejoria del edema macular se observé ya desde los 7 dias del inicio del
tratamiento y se observé que el tratamiento con ranibizumab reducia el riesgo de progresién de la RD y
la necesidad de tratamientos de rescate con laser. Los resultados en el test de calidad visual NEI VFQ-25

también fueron superiores en los pacientes tratados con ranibizumab.
Estudio RETAIN

Estudio fase Illb, aleatorizado, simple ciego, multicéntrico y controlado, para evaluar la eficacia y
seguridad de 0,5mg de ranibizumab en 3 algoritmos de tratamiento en pacientes con EMD: “treat and
extend” (aumentando el intervalo de visitas y tratamiento segln el paciente), en monoterapia o
asociado a laserterapia, frente a ranibizumab en monoterapia segun necesidad (PRN). Se han
aleatorizado 373 pacientes de 67 centros. Los resultados auin no han sido publicados durante la
realizacion de esta tesis, aunque resultados a 24 meses presentados en ARVO muestran la no-

inferioridad del régimen treat and extend frente al PRN con una reduccidn en el nimero de visitas.
- BEVACIZUMAB (AVASTIN®)
Estudio BOLT (Michaelides et al., 2010):

Se trata del primer estudio que avala el uso de bevacizumab para el EDM. Es un estudio de fase I,
prospectivo, aleatorizado, controlado con ldser de 2 afios de duracion en 80 pacientes con EMD
persistente, AV entre 20/200 y 20/40 y espesor macular central = 270 um. Los pacientes fueron
aleatorizados para recibir 1,25 mg de bevacizumab cada 6 semanas (3 inyecciones de carga vy
reinyecciones hasta lograr la estabilizacion) o laser cada 4 meses. Los resultados a los dos afios
mostraron que los pacientes tratados con bevacizumab tenian una ganancia de +8,6 letras frente a la
pérdida de 0,5 letras en el grupo del laser. La proporcion de pacientes que ganaron > 15 letras fue de
32% con bevacizumab y 4% con laser (P=0,004). Ademas , mientras que ningln paciente tratado con
bevacizumab perdié una cantidad > 15 letras, 14% de los pacientes tratados sélo con laser la perdieron

(P=0,03).
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Estudio de Soheilian y colaboradores

Soheilian y colaboradores realizaron un estudio de fase lll para evaluar la eficacia del bevacizumab
en monoterapia o en combinacion con triamcinolona frente al laser como tratamiento inicial para el
EMD en 150 ojos (Soheilian et al., 2012). Después de tres inyecciones de carga se retrataba cada 12
semanas si la AV era inferior a 20/40 y persistia el edema macular. La AV mejoré 12,8% con
bevacizumab, 9,5% en tratamiento combinado con bevacizumab y triamcinolona y -10,9% para el laser
pero las diferencias no alcanzaron la significancia estadistica. La proporcidn de ojos que ganaron > a 15
letras fue 41% para bevacizumab, 36,1% para tratamiento combinado y 23,7% para laser. El efecto

superior del bevacizumab sélo fue significativo sobre otros tratamientos en el mes 6.
- AFLIBERCEPT (EYELEA®)
Estudio Da Vinci (Do et al., 2012; Do et al., 2011)

Estudio multicéntrico randomizado doble ciego de fase Il para evaluar la eficacia del VEGF-Trap
(aflibercept) en comparaciéon con el laser. 221 pacientes con EMD fueron aleatorizados para recibir uno
de los siguientes cinco pautas de aflibercept diferente: 0,5 mg cada 4 semanas, 2 mg cada 4 semanas,
2 mg 3 meses y luego cada 8 semanas, 2 mg 3 meses y luego PRN o laser. A las 52 semanas los grupos
tratados con aflibercept (9,7-12 letras) ganaron mas letras que los ojos tratados con laser (-1,3 letras).
Ademas los pacientes tratados con aflibercept tenian mas probabilidad de ganar > 15 letras que los

tratados con laser (23,8%-45,5% frente a 11,4% respectivamente).
Estudios VISTA y VIVID (Korobelnik et al., 2014)

Los resultados de estos dos estudios paralelos de similar disefio de fase Ill, multicéntricos,
aleatorizados, doble ciego, controlados con laser han sido publicados recientemente. Incluyeron 872
pacientes, que fueron aletorizados para recibir 2 mg de aflibercept cada 4 semanas, 2 mg de aflibercept
cada 8 semanas después de 5 inyecciones mensuales de carga o laser. La media de letras ganadas a la
semana 52 fue de 12,5 y 10,7 en los grupos de aflibercept frente a 0,2 letras en el grupo del laser en el
estudio VISTA (P < 0,0001) y 10,5 letras y 10,7 letras frente a 1,2 letras en el VIVID (P<0,0001). La
reduccidén en el espesor macular central siguié la misma tendencia con reducciones de 185,9 um y
183 um frente a 73,3 um en el VISTA (P<0,0001) y 195 um y 192,4 um frente a 66,2 um en el VIVID
(P<0,0001). Ademas se observé también una mejoria en la severidad de la RD. La pauta mas idonea esta
aun por confirmar, pero la dosis cada 8 semanas después de 5 inyecciones de carga podria ser una buen

opcién para reducir el nUmero de intravitreas y visitas.

Estos estudios ha proporcionado por lo tanto nivel de evidencia | para el uso de aflibercept en el

EMD.
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En cuanto al perfil de seguridad de los anti-VEGF los posibles efectos adversos ocular incluyen
endoftalmitis y aumento de la presidn intraocular. El perfil de seguridad sistémico ha sido ampliamente
estudiado en estudios para la degeneracion macular asociada a la edad. En los estudios para EMD no se
han encontrado diferencias en la tasa de efectos adversos entre el ranibizumab, inyeccion simulada o
Idser. La incidencia de eventos cardiovasculares y tromboembolismo arterial fue baja en estos estudios,
posiblemente porque pacientes de alto riesgo fueron excluidos. El inferior nimero de pacientes del
estudio BOLT hace dificil llegar a conclusiones sobre efectos adversos con el bevacizumab. Sin embargo
estudios comparativos en pacientes con degeneracién macular asociada a la edad como el CATT e IVAN
(Chakravarthy et al., 2012; Martin et al., 2012) no encontraron diferencias en el nimero de eventos
vasculares o muertes entre el bevacizumab y ranibizumab. El perfil de seguridad del aflibercept

estudiado en el estudio DA VINCI era consistente con los de los otros farmacos anti-VEGF.
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Ganancia media Ganancia Reduccién media | Ganancia media Ganancia Reduccion media
AV (n2 letras) | 215 letras (%) de GCR (um) AV (n2 letras) | 215 letras (%) de GCR (um)
Pegaptanib Sultan et al, 2011 P0,3mg 5,2 16,5 - 6,1 23,4 -
(P) (260) Simulado 1,2 10,2 - 1,3 15,0 -
RESOLVE Rbz 0,3/0,6mg 9,2 18,0 200,7
(151) Rbz 0,5/1,0mg 6,4 15,0 187,6
Simulado -0,1 5,0 48,4
* * _
READ-2 RPZ 0,5mg 10,3 32
(101) Laser 1,4*% 9* -
Combinacion 8,9* 21* -
RESTORE Rbz O,vSmg” 6,1 22,6 118,7 7,9 - 140,6
(345) Combinacién 5,9 22,9 128,3 6,7 - 133,0
Laser 0,8 8,2 61,3 5,4 - 126,6
Laser inmediato 3,0 15,0 102,0 3,0 18,0 138,0
Ranibizumab DRCRnet Rbz + Idser inmediato 9,0 30,0 131,0 7,0 29,0 141,0
(Rbz) (854) Rbz + laser diferido 9,0 28,0 137,0 9,0 28,0 150,0
T + laser inmediato 4,0 21,0 127,0 2,0 22,0 107,0
RISE Rbz 0,3mg 12,5 44,8
Rbz 0,5mg 11,9 39,2
(377) -
Simulado 13,9 18,1
RIDE Rbz 0,3mg 10,9 33,6
(382) Rbz 0,5mg 12,0 45,7
Simulado 14,2 12,3
RETAIN Rbz + laser (TE) 5,9 - - 8,3 -
Rbz (TE) 6,1 - - 6,5 -
(373)
Rbz (PRN) 6,2 - - 8,1 -
BOLT Bvz+T 8,0 11,9 130,0 9,1 32,0 146,0
. (80) Laser -0,5 5,3 68,0 -0,5 4,0 118,0
Bevacizumab T 210
(Bvz) Soheilian el al. 2012 2
(150) Bvz+T - 36,1 -
Laser - 23,7 -
Abt 0,5mg/4s 11,0 40,9 165,4
DA VINCI Abt 2mg/4s 13,0 45,5 222,4
(221) Abt 2mg/8s 9,7 23,8 187,8
Abt 2mg PRN 12,0 42,2 180,3
Laser -1,3 11,4 58,4
Aflibercept . . .
I(Abt) P VISTA Abt 2mg/4s 12,5 41,6 185,9
(459) Abt 2mg/8s 10,7 31,1 183,1
Laser 0,2 7,8 73,3
VIVID Abt 2mg/4s 10,5 32,4 195,0
(403) Abt 2mg/8s 10,7 33,3 192,4
Laser 1,2 9,1 66,2

Tabla 5. Resumen de los resultados de los principales estudios con farmacos antiangiogénicos para el tratamiento del EMD.
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1.8.3.2 Antil-VEGF en la retinopatia diabética

- RETINOPATIA DIABETICA PROLIFERATIVA

Casi el 60% de los pacientes con RDP tratados con PFC tienen una reduccion de los neovasos a los 3
meses (Vander et al., 1991). Sin embargo una proporcidon de pacientes requieren sesiones de laser
adicionales y el 4,5% acabaran necesitando una vitrectomia en el futuro a pesar de haber recibido una
PFC completa (Flynn et al., 1992). Por otro lado varios estudios con antiangiogénicos para tratar EMD
observaron que en los ojos tratados con anti-VEGF disminuia la severidad de la RD y probabilidad de
progresién a RDP (Ip MS et al., 2012). Por ello se ha estudiado el papel de los farmacos antiangiogénicos

para tratar la RDP.

Varios autores han descrito la eficacia del bevacizumab para reducir la neovascularizacion
persistente tras la PFC (Ababneh et al., 2013; Cintra et al., 2013; Erdol et al., 2010; Jorge R et al., 2006),
pudiendo observarse una rapida regresion ya a las 24 horas de la inyeccidn (Avery et al., 2006). Por otro
lado un estudio randomizado estudié la eficacia del ranibizumab asociado a la PFC para tratar ojos con
RDP bilateral que no habian recibido ningln tratamiento previo. 60 ojos de 30 pacientes fueron
aleatorizados para recibir PFC mas dos inyecciones de ranibizumab (una semana antes de la PFCy otra al
mes) o Unicamente PFC. A los seis meses observaron que la AV era significativamente mejor en el grupo
tratado con ranibizumab, asi como la reduccién del espesor retiniano central tanto en ojos con EM como
en ojos sin edema. Este estudio pone de manifiesto que la combinacion del ranibizumab con el laser
puede dar lugar a mejores resultados en ojos con RDP con o sin EM, mejorando los resultados visuales y

previniendo la aparicion de EM tras el laser (Ferraz et al., 2014).

De forma andloga otro estudio randomizado evalud la eficacia del bevacizumab asociado a la PFC
frente a PFC en monoterapia en 41 ojos con RDP con o sin EM (Cho et al., 2009). El bevacizumab se
aplicé también una semana antes del laser. Los resultados en AV, disminucion del espesor macular
fueron significativamente mejores en los ojos tratados con bevacizumab. Ademas se observd que en
dicho grupo la progresién de los neovasos y la incidencia de hemovitreos eran significativamente
menores. Otro estudio llevado a cabo por Tonello y colaboradores en 30 ojos, de similar disefio al
anterior pero realizando dos sesiones de laser y aplicando el bevacizumab al final de la segunda sesion
de laser. Los resultados mostraron también diferencias significativas entre los dos grupos con una mayor

reduccién de la neovascularizacion en el grupo tratado con bevacizumab (Tonello et al., 2008).

Ernst y colaboradores analizaron la eficacia del bevacizumab en monoterapia aplicado cada 2 meses
frente al laser en pacientes con RDP o RDNP severa que no habian recibido tratamientos previos.
Incluyeron 20 ojos que fueron seguidos durante un afio. Encontraron que la neovascularizacion se
reducia en un mayor proporciéon de ojos del grupo tratado con bevacizumab, la incidencia de

hemovitreos fue menor, asi como el espesor macular central (Ernst et al., 2012). Sin embargo, serian
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necesarios estudios aleatorizados con un mayor numero de pacientes para avalar el uso del

bevacizumab en monoterapia para el tratamiento inicial de la RD.

- HEMOVITREOS

Algunos autores recomiendan considerar el uso de anti-VEGF en caso de hemovitreo persistente
una vez descartada la presencia de un DR traccional (Jonas et al., 2008; Ruiz-Moreno et al., 2008; Spaide
y Fisher, 2006). Se ha observado que el uso de bevacizumab reduce el tiempo de duracién del
hemovitreo asi como la necesidad de vitrectomias aproximadamente en un 30% (Ahmadieh et al., 2009;
Huang et al., 2009). Del mismo modo también se ha observado que reduce el nimero de hemovitreos
después de vitrectomia comparado con ojos que no han recibido bevacizumab 39,3-42,4% frente a 4-

11,4% (Ahmadieh et al., 2009; Cheema et al. 2010).

- COMO TRATAMIENTO COADYUVANTE EN LAS VITRECTOMIAS

Se ha observado que los anti-VEGF como tratamiento previo 5-7 dias a la vitrectomia reducen el
riesgo de sangrado intraocular durante la cirugia. Ademas disminuyen el grosor de las proliferaciones
fibrovasculares, reduciendo los tiempos quirurgicos al facilitar su diseccidon. (Han et al., 1988). Un
reciente meta analisis de 8 estudios controlados aleatorizados determind que el tiempo quirurgico se
veia reducido en 26,89 minutos de media, (P<0,00001), asi como la necesitad de endodiatermia
quirdrgica (P=0,02) comparado con vitrectomias sin el uso de anti-VEGF previo. Ademas los grupos
tratados con bevacizumab tenian menor sangrado intraoperatorio y hemovitreos recurrentes durante el

primer mes y una menor incidencia de roturas retinianas durante la cirugia (Zhang et al., 2013).
- GLAUCOMA NEOVASCULAR

Se ha observado una regresién rapida de la neovascularizacion del iris y el angulo en pacientes con
glaucoma neovascular tratados con anti-VEGF, por lo que se utilizan también para tratar esta

complicacién de la RDP (lliev et al, 2006; Mason et al., 2006).

1.8.4  CORTICOIDES INTRAVITREOS

Los corticoides intraoculares no sélo inhiben la produccion de mediadores pro-inflamatorios
(Tamura et al., 2005), sino que también inducen una estabilizacion de la BHR y son potentes agentes
antiangiogénicos al inhibir la expresion del VEGF (Fischer et al., 2001). Por todo ello se han administrado
tanto en monoterapia como en terapias combinadas junto al laser en algunos EMD refractarios. Los
corticoides intraoculares disponibles actualmente son el aceténido de triamcinolona y dos dispositivos
de liberacién prologada: dos de aceténido de fluocinolona (Retisert® e lluvien®) y otro de

dexametasona (Ozurdex®).
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- ACETONIDO DE TRIAMCINOLONA

Un estudio de fase Ill del Diabetic Retinopahthy Clinical Research Network (Diabetic Retinopathy
Clinical Research Network, 2008) comparé los efectos de 1 mg y 4 mg de acetdnido de triamcinolona
intravitreo con laser en 840 ojos de 693 pacientes con EMD. Los retratamientos se realizaban cada 4
meses en funcidén de la persistencia del EM. En este estudio, a pesar de una mayor respuesta inicial con
la dosis de 4mg de triamcinolona a los 4 meses, los resultados a 2 y 3 afios mostraron que el tratamiento
con laser era superior. El cambio de AV a los 3 afios fue de +5 en el grupo del Idser y 0 en los grupos de
triamcinolona. Ademas el perfil de efectos adversos era mayor con la triamcinolona: la probabilidad de
necesitar cirugia de cataratas a los 3 afios era de 31% en el laser, 46% con 1 mg de triamcinolona y 83%
en el grupo de 4 mg. La presion intraocular aumento mas de 10 mmHg en alguna de las visitas en el 4%,

18% y 33% respectivamente.

En otro estudio del DRCNnet en el que comparaban 0,5mg de ranibizumab combinado con laser
temprano o diferido, 4 mg de triamcinolona con ldser temprano o laser en monoterapia, en ojos
pseudofaquicos el cambio en AV fue 1,6 letras mayor en el grupo de triamcinolona mas laser comparado
con laser en monoterapia. Los resultados ademas fueron comparables a la mejoria observada con

ranibizumab mas laser (Elman et al., 2010).

- DISPOSITIVO DE LIBERACION PROLONGADA DE 0,59MG DE ACETONIDO DE FLUOCINOLONA
(RETISERT®)

Otro estudio multicéntrico de fase /11l (Pearson et al., 2011) en 196 pacientes comparé 0,59 mg de
acetonido de fluocinolona con laser en EM persistentes. A los 3 afos 31,1% de los ojos tratados con el
implante ganaron > 15 letras comparado con 20% de los pacientes tratados con laser (P=0,1566). Sin
embargo la tasa de efectos adversos fue superior. La presidn intraocular fue mayor o igual a 30 mmHg
en el 61,4% de los ojos que recibieron el implante, 33,8% requiriendo cirugia. De los ojos faquicos el 91%

requirieron cirugia de catarata.

- DISPOSITIVO DE LIBERACION PROLONGADA DE 0,2-0,5um DE ACETONIDO DE FLUOCINOLONA
(ILUVIEN®)

Estudio FAME (Campochiaro et al., 2012; Campochiaro et al., 2011; Cunha-Vaz et al., 2014)

Dos estudios paralelos de idéntico disefio (FAME A y FAME B) de fase Ill, multicéntricos,
aleatorizados, doble ciegos, controlados con placebo para evaluar la eficacia y perfil de seguridad de
este otro dispositivo de liberacién prolongada de aceténido de fluocinolona. Un total de 956 pacientes
entre los dos estudios fueron randomizados para recibir implantes de 0,2 pg, 0,5 pug o inyeccion
simulada. A los 36 meses el porcentaje de pacientes que ganaron > 15 letras fue 28,7%, 27,8% y 18,9%
respectivamente (P=0,0018). La eficacia fue similar para las dos dosis, pero el perfil de efectos adversos
menor con la dosis de 0,2 ug. Ademas, un andlisis por subgrupos observd que el porcentaje de pacientes

que ganaban 2 15 letras era mayor en los EMD crénico de mas de 3 afios de duracién (34%, 28,8% frente
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a 13,4% en el placebo P<0,001), sin encontrar diferencias en pacientes con EMD no crdnico, pudiendo
suponer una opcidn para pacientes que no respondan a otros tratamientos. Sin embargo, la tasa de
efectos adversos secundarios fue también alta: De los pacientes faquicos el 80% y 87,2% precisaron
cirugia de cataratas frente al 27,3% en el grupo placebo. Por otro lado el 4,8% y 8,1% precisaron cirugia

de glaucoma en los grupos de 0,2 pug y 0,5 ug respectivamente.

- DISPOSITIVO DE LIBERACION PROLONGADA DE DEXAMETASONA (OZURDEX®) (Haller et al.,
2010)

Recientemente se han publicado los estudios del Ozurdex MEAD Study Group (Boyer et al., 2014).
Dos estudios de fase Ill multicéntricos, aleatorizados, controlados con placebo que incluyeron 1048
pacientes con EMD. Los pacientes fueron aleatorizados a recibir un implante de 0,7 mg de
dexametasona, 0,35 mg o inyeccidén simulada. Los pacientes podian ser retratados cada 6 meses. El
porcentaje de pacientes con ganancias 2 15 letras fue 22,2%, 18,4% y 12% (P<0,018) en los grupos de
0,7 mg, 0,35 mg e inyeccién simulada. La reduccién del grosor macular central fue de -111,6, -107,9 y
-41,9 respectivamente (P<0,001). Los efectos adversos fueron algo inferiores que con el Illuvien o
Retisert. De los pacientes faquicos el 59,2%, 52,3% vy 7,2% respectivamente fueron intervenidos de
cataratas. La mayoria de los casos de hipertension ocular fueron controlados con medicacion o no
necesitaron tratamiento y sélo el 0,6% de los pacientes del grupo de 0,7 mg de ozurdex y 0,3% en el de

0,35 mg precisaron cirugia de glaucoma.

Estudio BEVORDEX

Por ultimo, otro estudio de fase Il multicéntrico aleatorizado ha comparado la eficacia del Ozurdex
con bevacizumab. 88 ojos se aleatorizaron para recibir bevacizumab cada 4 semanas u Ozurdex de
0,7mg cada 16 semanas en pauta PRN. 31% tratados con bevacizumab mejoraron > 15 letras comparado
con 22% con Ozurdex. Sin embargo los resultados anatémicos fueron mejores en el grupo tratado con

Ozurdex: -187 um frente a -122 um en 12 meses con un menor numero de inyecciones: 8,6 frente a 2,7.
En la practica clinica la presencia de efectos adversos como catarata e hipertensién ocular con el

uso de corticoides intraoculares ha limitado el uso de estos tratamientos. Se utilizan sobretodo en ojos

pseudofaquicos con EM persistentes que no respondan a anti-VEGF.
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Ganancia media Ganancia Reduccion media | Ganancia media Ganancia Reduccion media
AV (n2 letras) | 215 letras (%) de GCR (pm) AV (n2 letras) | 215 letras (%) de GCR (pm)
Acetonido de T1lmg - - - -2,0 14,0 86,0
triamcinolona DRCR.net T4mg - - - -3,0 17,0 77,0
(1) (840) Laser - - - 1,0 18,0 139,0
Aceténido de fluocinolona - RETISERT Pearson et al. 2011[F 0,59mg - 16,4 - - 31,8 -
(F) (196) Laser - 8,1 - - 9,3 -
Aceténido de fluocinolona - ILUVIEN FO,2u 7,6 28,7
F) FAME FO,5u - - - 6,2* 27,8* -
(956) Simulado - - - 1,8* 18,9* -
- - - * * - *
MEAD 00,7mg 3,5 22,2 111,6
Liberacion prolongada (1048) 00,35mg - - - 3,6% 18,47 -107,9*
prolong Simulado 2+ 12* 41,0
dexametasona (O)
BEVORDEX Bvz 8,9 31,0 122,0 - - -
(88) 00,7mg 5,7 22,0 187,0 - - -

Tabla 6. Resumen de los resultados de los principales estudios con corticoides intravitreos para el tratamiento del EMD.
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1.8.5 TRATAMIENTO QUIRURGICO

El objetivo final de la vitrectomia es restaurar la visién eliminando las opacidades y las tracciones y
efectuando un tratamiento de la RD de base mediante la ablacién de las aéreas isquémicas con la
fotocoagulacion. En los 80s el estudio sobre la vitrectomia en la RD (DRVS: Diabetic Retinopathy
Vitrectomy Study), marcd las bases de las indicaciones de cirugia en los pacientes con RD. Las

indicaciones pueden agruparse en tres categorias:

1. Actuacién sobre medios opacos: Hemorragias vitreas persistentes, hemorragias premaculares
densas.

2. Complicaciones traccionales: Desprendimiento de retina traccional que amenace la macula y
edema macular traccional, traccion macular progresiva y heterotopia macular,
desprendimiento de retina combinado (traccional y regmatdgeno), proliferaciéon fibrovascular
ecuatorial severa o hialoidea anterior.

3. Otras: Proliferacién neovascular severa, glaucoma por células fantasma, edema macular no

traccional resistente a tratamiento.

El papel de la vitrectomia como tratamiento para el EMD refractario todavia no estd del todo claro.
Varios estudios randomizados controlados con o sin pelado de la MLI se han llevado a cabo. Aunque con
reduccidn del espesor macular los resultados en cuanto a AV varian entre estudios. (Simunovic et al.,

2014) si no hay traccién.

1.8.6  NUEVAS PERSPECTIVAS EN EL TRATAMIENTO DE LA RD

El mejor conocimiento de la etiopatogenia de la RD estd dando lugar a nuevas y prometedoras

perspectivas farmacoldgicas para su tratamiento. Entre ellas destacan:

- Antioxidantes

- Inhibidores de la PKC

- Inhibidores de la aldosa reductasa

- Sustancias que inhiben la formacién de productos avanzados de la glicosilacion
(aminoguanidina)

- Andlogos de la SST

36



2 ESTRES OXIDATIVO Y APOPTOSIS

2.1 FISIOPATOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO

2.1.1 CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo se define como un estado celular en el que se encuentra alterada la
homeostasis de la éxido-reduccion intracelular. Este fendmeno se produce a causa de un
desequilibrio entre la produccidn de especies reactivas del oxigeno (ROS) y su eliminacion por el
sistema de defensa antioxidante en favor de los primeros (Sies H, 1991).

Fisiologicamente existe una produccién de ROS que es permanentemente equilibrada por
antioxidantes, manteniendo las células un entorno reductor. Sin embargo en determinadas
situaciones esta homeostasis puede romperse provocando un sufrimiento celular que puede

desencadenar la apoptosis o necrosis celular.

ANTIOXIDANTES

Figura 11. La situacién de predominio de sustancias pro-oxidantes sobre las antioxidantes se

denomina estrés oxidativo.

2.1.2  ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS)

Las ROS incluyen iones de oxigeno, radicales libres y perdxidos tanto inorganicos como
organicos. Son moléculas altamente reactivas debido a la presencia de un electrén desapareado en
su orbital mas externo (Halliwell B, 1990). Esta estructura quimica hace que tiendan a reaccionar
con moléculas cercanas para captar un electrén y convertirse en moléculas mas estables. En este
proceso desestabilizan la configuracion electrénica de las moléculas con las que reaccionan,
convirtiéndolas a su vez en especies reactivas y pudiendo desencadenar de esta forma reacciones

en cadena.
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2.1.2.1 Generacion de ROS

Las ROS pueden proceder de fuentes metabdlicas enddgenas o agresiones exdgenas.
Las fuentes enddgenas incluyen:

- Lacadena de transporte electronico mitocrondrial (Kas y Blattna, 1986).

- Una excesiva actividad de la NADPH oxidasa fagocitaria (Gabig y Babior, 1979).

- La activacion del metabolismo del acido araquiddnico en procesos inflamatorios (Winyard PG,
1994).

- La hiperactividad de la xantino oxidasa en situaciones de isquemia-reperfusiéon (Chambers et
al., 1985).

- Laactivacién de la enzima éxido nitrico sintetasa (NOS) (Beckman et al., 1990).

- Ladeslocalizacidon de metales de transicidn (Fe2+y Cu+) de sus sitios de depdsito.

- Enlos ultimos afios se ha evidenciado la sobreproducciéon de ROS en procesos patolégicos como
procesos inflamatorios, enfermedades metabdlicas y procesos degenerativos (Kohen y Nyska,

2002).

Las principales fuentes exégenas (Garcia-Medina J, 2007) de ROS son:

- Elexceso en la concentracién de oxigeno o los procesos en los que hay fenémenos de isquemia-
reperfusion.

- Radiacioén ultravioleta o radiaciones ionizantes.

- Tabaco y contaminantes ambientales (disolventes, plaguicidas).

- Farmacos y xenobidticos (adreamicina, narcoticos, gases anestésicos, pesticidas, herbicidas,
alcohol, etc).

- Ozono

- Alimentos

2.1.2.2 Mecanismos de daio celular por las ROS

Las ROS se producen continuamente en todas las células y participan en funciones celulares
fisioldgicas como la sefalizacion celular, la defensa antimicrobiana, antitumoral o antiinflamatoria
(Bourbon et al., 2004). Sin embargo un exceso de ROS puede dafiar moléculas vitales para los seres
vivos, alterar la homeostasis celular y conducir por lo tanto a situaciones patoldgicas (Kowluru y Chan,

2007).

A continuacion se enumeran los principales mecanismos a través de los cuales las ROS producen

dano celular:
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- Dafo a lipidos: La peroxidacion lipidica da lugar a una alteracion de las membranas celulares lo que
condiciona una rapida muerte celular (Halliwell y Gutteridge, 1984). Las membranas son vulnerables
a la oxidacién debido a su alta concentracién en 4acidos grasos poliinsaturados, cuya estructura
quimica es extremadamente sensible a la agresion por ROS.

- Daifio a proteinas: La oxidacidn de aminodcidos, fragmentacidn de proteinas y entrecruzamiento y
agregacion de proteinas conlleva graves trastornos del metabolismo y la arquitectura celular
(Stadtman, 1992).

- Dafo a dcidos nucleicos: Las especies reactivas son capaces de alterar tanto el ADN mitocondrial
como el ADN nuclear a través de delecciones, mutaciones o fragmentacién entre otros trastornos

estructurales que pueden conllevar aberraciones o pérdidas cromosémicas (Fraga et al., 1990).

Todos estos procesos dan lugar a una alteracién funcional que frecuentemente desencadena

apoptosis o muerte celular (Valko et al., 2007).

2.1.3  MECANISMOS DE DEFENSA ANTE EL ESTRES OXIDATIVO

Como consecuencia de la produccidn continua de ROS y de sus posibles efectos deletéreos, el
organismo dispone de sistemas de defensa antioxidante. Ante una disminucidon en la actividad

antioxidante, aumentara el estrés oxidativo.
Los principales antioxidantes se describen a continuacion:

- Sistemas de defensa enzimdticos: Mecanismos intracelulares en los que las enzimas eliminan las
ROS una vez formadas.
- Superdxido dismutasa
- Catalasa
- Glutation peroxidasa
- Captadores de ROS: Enlentecen las reacciones de oxidacion en cadena o atrapan a las ROS
transformandolos en otras sustancias menos agresivas.
- Glutation (GSH)
- Vitamina C (acido ascorbico)
- Vitamina E (d- a-tocoferol)
- Carotenoides como la luteina
- Quelantes de metales de transicién: Moléculas captadoras de hierro o cobre, impidiendo que

actlen como catalizadores de reacciones formadoras de ROS.

Existen muchas otras sustancias con capacidad antioxidante que pueden producirse en el
organismo o provenir de la dieta. Entre ellas destacan el acido urico, la N-acetilcisteina, penicilamida, los

ésteres de GSH y el acido lipoico.

39



ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO ANTIOXIDANTES
Anioén superodxido (02- -) Superoxido dismutasa
Perdxido de hidrogeno (H202) Catalasa
Radical hidroxilo (OH-) Glutation peroxidasa
Radical alcoxi (RO) y peroxi (ROO) Glutation
Peroxinitrito (OONO:) Vitamina C
Oxigeno singlete (1 02) Vitamina E
Hipoclorito (ClO-) Carotenoides
Oxido nitrico (NO)

Tabla 7. Resumen de las principales ROS y sustancias antioxidantes.

2.2 ESTRES OXIDATIVO EN LA RETINOPATIA DIABETICA

2.2.1  ESTRES OXIDATIVO, DIABETES Y RETINOPATIA DIABETICA,

Existen numerosos trabajos que relacionan al estrés oxidativo con la diabetes. Por un lado la DM da
lugar a un aumento de estrés oxidativo a través de diversos mecanismos y por otro lado el estrés
oxidativo contribuye en la fisiopatologia de la diabetes y sus complicaciones (neuropatia, nefropatia,

cardiopatia y RD) (Baynes, 1991).

2.2.2  LARETINA COMO DIANA DEL ESTRES OXIDATIVO

La retina es un tejido especialmente susceptible al dafio por estrés oxidativo debido a varias razones

(Schmidt et al., 2003):

- La retina estd expuesta de forma prolongada a la energia radiante. La absorcion de luz por
moléculas fotosensibles conduce a reacciones fotoquimicas que dan lugar a la formacién de
ROS.

- Enlaretina se producen gran cantidad de ROS debido al elevado contenido en mitocondrias de
los FR y a que es un tejido con uno de los consumos de oxigeno mas altos del organismo.

- En la retina existen abundantes moléculas diana susceptibles al dafio oxidativo (acidos grasos

poliinsaturados) en el segmento externo de los bastones.

Todo ello crea un ambiente donde la produccién de RL es alta y por tanto el nivel de sustratos

del dafio oxidativo es elevado.

2.2.3 DESEQUILIBRIO OXIDANTE-ANTIOXIDANTE EN LA RD

En la RD existe una desproporcidn entre los niveles de oxidantes y antioxidantes, lo que explica la
situacion de estrés oxidativo que encontramos en la retina de los pacientes diabéticos.
Los niveles de superdxido y perdxido de hidrogeno estan elevados en la retina de ratas diabéticas y

en células retinianas cultivadas en medios glucosados. Ademds se ha observado como la peroxidacion
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de membranas lipidicas y el dafo oxidativo al ADN causados por ROS estan elevadas en la retina
diabética (Kowluru y Chan, 2007).

Por otra parte se ha observado en modelos animales diabéticos una disminucion en el sistema de
defensa antioxidante, lo que favorece las lesiones celulares asociadas a ROS: enzimas SOD, glutation
reductasa, glutatién peroxidasa, catalasa, y moléculas cdmo la vitamina C, vitamina E y B caroteno
(Miranda M et al., 2007; Williams et al., 2013).

Ademas en muestras obtenidas a partir del vitreo de pacientes diabéticos con RDP que iban a ser
intervenidos de vitrectomia se ha detectado un aumento significativo de la formaciéon de RL y una
actividad antioxidante disminuida respecto a muestras vitreas obtenidas de pacientes sin trastornos

retinianos proliferativos (Vlassara y Palace, 2002).

2.2.4  RELACION DEL ESTRES OXIDATIVO CON LAS OTRAS ViAS IMPLICADAS EN LA PATOGENIA
DELARD

El estrés oxidativo se ha relacionado ademas con la activacion de las cuatro vias metabdlicas
principales implicadas en la patogenia de la RD. Por ello Brownlee y colaboradores propusieron al estrés
oxidativo como mecanismo unificador de todas las demas vias para explicar la lesion tisular inducida por
la glucosa en la diabetes (Brownlee M, 2001; Brownlee M, 2005b).

La mayor disponibilidad de glucosa en el interior de las células incrementa el flujo de electrones a
través de la cadena de transporte mitocondrial, lo que conduce a la hiperproduccién de anién
superodxido. Dicha hiperproduccion hace que se inhiba la enzima glicolitica GAPDH (Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa), lo que activa la via de los polioles, la via de los productos finales de la
glucosilacién proteica, la activacion de la proteinquinasa C y la via de las hexosaminas (Brownlee,
2001; Brownlee M, 2005b).

A su vez varias de estas vias pueden aumentar el estrés oxidativo por aumento de las sustancias
oxidantes o disminucién de la defensa antioxidante. Esto genera un mecanismo de retroalimentacion en
el que se amplifica todavia mas el dafio tisular. Los mecanismos por los que el estrés oxidativo aumenta
en algunas de las vias son los siguientes (Kowluru y Chan, 2007):

1. Viadelos polioles: Se produce una deplecidn del antioxidante GSH.

2. Via de los productos finales de la glucosilacion proteica: Produccién de ROS y NOS que
desencadenaran una serie de eventos que dardn lugar a apoptosis de las células capilares
retinianas por la activacion de NF-kB (Factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las
células B activadas) y caspasa-3.

3. Activacién de la PKC: Diferentes ensayos han descrito que la inhibicion de la PKCB previene el
estrés oxidativo inducido por la diabetes. Ademas ratones que carecen de esta isoforma de la

PKCB estan protegidos frente al estrés oxidativo.
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Por otra parte se ha descrito que la expresidn retiniana del VEGF se eleva en presencia de las ROS y
que por lo tanto el estrés oxidativo media en alguno de los efectos patoldgicos del VEGF en las

complicaciones microvasculares de la diabetes (Wang et al., 2011).

El estrés oxidativo promueve ademas la inflamacion retiniana. Modelos animales de RD muestran
como la actividad de la NADPH oxidasa se asocia con las vias inflamatorias que promueven la adhesion y

aumento de la permeabilidad vascular (Tawfik et al., 2009).

La interrelacion entre las diferentes vias patogénicas de la RD y el estrés oxidativo se resume en la

siguiente figura:

| Antioxidantes

1 Oxidantes

—» Via de los polioles > 1 Caspasas

v

1 Apoptosis

Via de la
—> hexosamina

Via de productos

’ finalesdela ../ . ROS, NOS
glicosilacion proteica NF-kB
— Via de PKC 1 Neovascularizacion

1 Permeabilidad vascular

D N

Figura 12. Esquema de la interrelacidn entre RD, estrés oxidativo y apoptosis. Adaptada de Kowluru

R, Experimental Diabetes Research 2007.

2.2.5 ANTIOXIDANTES UTILIZADOS EN LA RD

La implicacion del estrés oxidativo en la patogenia de la RD ha abierto una via de investigacién en la
que se ha estudiado el papel de la dieta o suplementos antioxidantes para prevenir o retrasar la
progresién de la RD. Estudios experimentales han demostrado que los antioxidantes pueden prevenir o
retrasar el desarrollo de RD en modelos animales (Arnal et al., 2009). Por otra parte observaciones
clinicas sugieren también que reducir el estrés oxidativo puede contribuir a revertir las manifestaciones

patoldgicas de la RD.
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Entre los antioxidantes estudiados en animales o cultivos celulares estan:

- Taurina: Los suplementos con taurina en un modelo de diabetes en ratas producen una mejoria
de la RD que puede explicarse por una inhibicién de la apoptosis de las células gliales (Zeng et
al., 2010), disminucion de la reactividad glial, del VEGF y de la toxicidad del glutamato (Zeng et
al., 2009). Otro estudio en células del EPR también ha descrito una disminucién de la apoptosis
de las células del EPR tratadas con taurina (Song et al., 2012).

- Acido Lipoico: Disminuye el nimero de células capilares retinianas en apoptosis, disminuyendo
las lesiones en la microvascularizacion retiniana (Kowluru y Odenbach, 2004). También se ha
observado que disminuye el VEGF (Obrosova et al., 2001) y protege a las células ganglionares
del dafio por estrés oxidativo en la RD (Johnsen-Soriano et al., 2008; Garcia-Pous M, 2008).

- D-alfa tocoferol (vitamina E): En ratas diabéticas evitd el desarrollo de las anomalias iniciales
del flujo sanguineo retiniano propias de la RD (Kunisaki et al., 1998), previniendo asi las

alteraciones vasculares de la retina (Kuisaki M et al., 1995).

Otros antioxidantes estudiados en modelos animales en los que se ha observado efectos
protectores han sido el te verde, zeaxantina, luteina, benfotiamina, zinc o curcumina (Kowluru y Chan,

2007; Madsen-Bouterse y Kowluru, 2008; Muriach et al., 2008),
En humanos los antioxidantes mas estudiados para la RD han sido:

- Tocoferol (Vitamina E). Se ha detectado una mejoria significativa del flujo sanguineo retiniano en
pacientes diabéticos tipo | sin RD o con una RD en fase muy inicial tras 4 meses de tratamiento con

tocoferol (Bursell et al., 1999).

- Acido Lipoico: Se ha detectado una mejoria del ERG en pacientes diabéticos tratados con acido a-
lipoico asociado a vitaminas C, E y B, comparados con un grupo control tratados con placebo

(Nebbioso M, 2012).

Por otro lado algunos estudios no han encontrado relacion entre la administracion de antioxidantes
y la mejoria de la RD (Millen et al., 2003; Millen et al., 2004; Robison et al., 2000), por lo que por el
momento no se conoce con exactitud el papel que estos compuestos pueden jugar en la prevencién y
tratamiento de la RD. Son necesarios mas estudios para aclarar el potencial beneficio de su utilizacion

en el futuro.

2.3 APOPTOSIS

2.3.1 CONCEPTO DE APOPTOSIS

La apoptosis es una muerte celular programada que juega un papel central en la embriogénesis y en

la homeostasis de los tejidos. Morfolégicamente se caracteriza por la condensacién de la cromatina del

43



nucleo y segmentacion del nucleo, formacién de burbujas en la membrana que finalmente dara lugar a
la desintegracién celular y a la formacion de los cuerpos apoptoéticos que seran fagocitados por los

macrofagos, sin pérdida alguna del contenido celular al exterior (Kerr et al., 1972).

La apoptosis provee al organismo de un método seguro para mantener la integridad del organismo
permitiéndole eliminar las células dafiadas o anormales sin comprometer a las células vecinas. En
organismos sanos existe un equilibrio entre la apoptosis y la proliferacion celular para lograr una

homeostasis en el desarrollo embrioldgico y el recambio celular durante la vida.

2.3.2  APOPTOSIS Y RETINOPATIA DIABETICA

Se ha visto que la apoptosis desempefia un papel importante en la progresion y patogenia de la RD
(Allen et al., 2005), tratandose de una via comun final de pérdida celular y por tanto de pérdida de vision
(Doonan et al., 2009). Se ha descrito ademas que las células retinianas vasculares y neuronales se
pierden de forma selectiva a través de apoptosis antes de que otro cambio histopatoldgico sea
detectable en la diabetes (Kern et al., 2000; Mizutani et al., 1996), siendo este un fendmeno presente

ya en las fases iniciales de la RD.

2.3.3  CAUSAS DE APOPTOSIS EN LA RETINOPATIA DIABETICA

Entre los desencadenantes de la apoptosis en la RD estan los elevados niveles de glucosa que
activan una serie de proteinas involucradas en la muerte celular programada, incluyendo miembros de
la familia de las caspasas, Bcl-2 y NF-kB (Allen et al.,, 2005; Madsen-Bouterse y Kowluru, 2008).
Diferentes estudios describen la apoptosis en células del EPR, células gliales y pericitos retinianos

inducida por elevados niveles de glucosa (Zeng et al., 2009; Zeng et al., 2010).

Por otro lado el estrés oxidativo esta intimamente relacionado con la apoptosis en la diabetes. El
estrés oxidativo induce la expresion de moléculas pro-apoptdticas que dan lugar a la muerte celular. Se
han demostrado episodios de apoptosis inducidos por estrés oxidativo que dan lugar a anomalias en la
retina, cambios en los potenciales evocados visuales y los primeros cambios vasculares observados en la

RD (Kowluru, 2005; Lopes de Faria et al., 2001).

Otros factores que se han descrito como causantes de apoptosis celular en la RD son la

excitotoxicidad por glutamato, |a falta de factores de crecimiento o la inflamacion (Barber et al., 2011).
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2.4 MARCADORES DE APOPTOSIS Y ESTRES OXIDATIVO

2.4.1 FAMILIA DE LAS CASPASAS

Las caspasas son un grupo de proteasas que son esenciales para mediar la apoptosis celular
(Alnemri, 1997) y son muy sensibles al estrés oxidativo (Mohr et al., 1997). La disfuncién mitocondrial
inducida por ROS da lugar a la activacion de la caspasa-9, que inicia la cascada de eventos que activa la

caspasa-3, responsable de la fragmentacién del ADN (Kristal et al., 1997).

La caspasa-3 al ser la caspasa ejecutora del dafio celular es fundamental en el proceso de apoptosis
y su deteccion se ha convertido en una herramienta muy fiable para identificar las células que van a
morir por apoptosis (Stadelmann y Lassmann, 2000). Se ha observado que en la retina diabética existe
una activacién de la caspasa-3 y que tratamientos dirigidos a inhibir el desarrollo de RD en ratas
diabéticas inhiben la activacion de la caspasa-3 en retina. Esto sugiere que el aumento de estrés

oxidativo puede modular la apoptosis en la diabetes a través de la via de la caspasa-3.

2.4.2  FAMILIA DE LAS QUINASAS

Las vias de sefializacién que controlan la proliferacion y muerte celular también involucran
normalmente a las protein quinasas activadas por la mitdgenos (mitogen-activated protein kinases
(MAPK), que modulan la actividad de diferentes factores de transcripcion por fosforilacion. En

mamiferos se han descrito 3 tipos principales de MAPK:

1) ERK 1-3 (quinasas extracelulares)
2) p38kinases (alfa, beta, delta y gamma) también llamadas ERK 6
3) JNK 1-3 (c-Jun-N-terminal quinasas)

Mientras que las ERKs son activadas sobre todo por factores de crecimiento y mitdgenos y
participan en la regulacion del crecimiento, supervivencia y diferenciacion celular (Dent et al., 2003), la
JNK y p38k se activan por una variedad de estimulos designados colectivamente como “stress signals” o
sefales de estrés, promotores del estrés oxidativo como la exposicion a la luz UV, cambios osméticos o
metabdlicos, calor, isquemia y diferentes citoquinas (IL-1b,TNFa) (Westlund et al., 2009). La activacion

de las JNKs estd fuertemente asociada a la apoptosis celular (Li T et al., 2002; Zwang y Yarden, 2006).

Las JNK juegan por lo tanto un papel central en la apoptosis celular desencadenada por estrés
oxidativo. Recientemente se ha descrito como la inhibicién de JNK produce una marcada reduccion de la
apoptosis inducida por perdxido de hidrégeno. Esto puede ser util para estudiar agentes que protejan al

EPR del dafio por estrés oxidativo (Ho TC et al., 2006).
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3 SOMATOSTATINA

3.1 RELACION DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO CON LA RD

3.1.1 HALLAZGOS INICIALES

En 1953 Poulsen presentd un caso clinico que provocd un giro radical en los conceptos existentes
hasta el momento sobre la patogenia de la RD (Poulsen, 1953). Su paciente, una embarazada con RDP
presentd una regresion importante de su retinopatia tras haber sufrido una hemorragia hipofisaria al

dar a luz y la RD se mantuvo estable hasta el momento de su muerte 15 afios después (Poulsen, 1966).

A partir de ese momento se llevaron a cabo varios ensayos clinicos que confirmaron que la ablacion
hipofisaria podia mejorar la RD (Adams, 1974; Lundbaek, 1970) y los datos de estos ensayos indicaban
que el éxito terapéutico se correlacionaba en concreto con la disminucion de la hormona de crecimiento
(GH) ya que al realizar una ablacién hipofisaria y reemplazar todas las hormonas salvo la GH, el efecto

sobre la RD era el mismo (Sharp et al., 1987; Wright et al., 1969).

Hasta finales de la década de 1970 no se documentd la eficacia de la fotocoagulacion retiniana para
el tratamiento de la RDP, lo que hizo que tras el caso clinico presentado por Poulsen la ablacion
iatrogénica de la hipofisis mediante cirugia o radiacion fueran técnicas utilizadas para el tratamiento de
la RDP severa, a pesar de los serios efectos secundarios que estas conllevaban (Kohner et al., 1976;

Sharp et al., 1987; Wright et al., 1969).

En la actualidad la ablacion de la hipdfisis como tratamiento para la RD sélo tiene interés tedrico e
histérico debido a los efectos secundarios que produce y al desarrollo de nuevos tratamientos para la
RD. No obstante, la implicacion de la GH en la patogénesis de la RD ha abierto una nueva via de
investigacidon en busca de farmacos que inhiban de forma selectiva la secrecién de GH para tratar la

RDP, como por ejemplo la SST y sus andlogos.

3.1.2 HORMONA DEL CRECIMIENTO (GH)

La GH es una hormona peptidica sintetizada en la adenohipdfisis que tiene una amplia variedad de
funciones bioldgicas, siendo la principal de ellas la promocién del crecimiento y la regulacion del
metabolismo de proteinas, lipidos e hidratos de carbono. Sus efectos bioldgicos se producen de forma
directa o indirecta a través de factores producidos en el higado y otros tejidos, siendo el mas importante

el IGF-1.

La regulacién de la secrecién de GH es compleja y depende del estimulo hipotaldmico de GHRH

(hormona liberadora de la GH), de la inhibicidn hipotalamica a través de la SST y del feed-back negativo
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producido por IGF-1, existiendo ademas otros estimulos que pueden influir en su secrecién como el

ejercicio, el estrés o el suefio.

En la siguiente figura podemos ver un esquema del eje hipotalamo-hipofisis-GH.

Hipotdlamo
SST GHRH

\-
HipOfisis qummmm

GH

+

IGF-1 —

Figura 13. Esquema que representa las interacciones del eje hipotalamo-hipofisario-GH. SST:
Somatostatina, GHRH: Hormona liberadora de la hormona del crecimiento, GH: Hormona del

crecimiento, IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina 1.

3.1.3 GH Y RETINOPATIA DIABETICA

Varias observaciones dieron lugar a que se postulara una relacién entre la GH y el desarrollo de RD.

La base de esta hipdtesis incluye:

1. La RD se acelera durante la pubertad, cuando la sensibilidad de los tejidos a la GH esta
aumentada (Grant MB et al., 2000).

2. Pacientes diabéticos con hemocromatosis y destruccion infiltrativa de la hipdfisis tienen poca
afectacion ocular por la diabetes. (Grant MB et al., 2000).

3. Pacientes diabéticos con enanismo hipofisario (déficit de GH) no tienen RD (Merimee, 1978).

4. Se ha observado un aumento de GH en diabéticos con mal control metabdlico (Holly et al.,

1988) en los que encontramos RD con mas frecuencia.

Por otra parte varios estudios clinicos han correlacionado los niveles plasmaticos o intravitreos de

GH e IGF-1 con la diabetes o la RD:
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3.1.3.1 GH en plasma y diabetes

La GH circulante tiene un efecto sobre el metabolismo de la glucosa, causando resistencia a la
insulina con intolerancia a la glucosa, hiperglucemia y aumento de la necesidad de insulina (Rizza et al.,

1982).

Se ha descrito que los diabéticos tipo | tienen niveles mas elevados de GH circulante (Hansen y
Johansen, 1970), sobretodo en periodos de mal control metabdlico (Gerich et al., 1976). Estos niveles
son mayores que en pacientes diabéticos bien controlados o pacientes controles sanos. (Orskov et al,

1968).

3.1.3.2 GH en vitreo y diabetes

Del mismo modo se han encontrado niveles mas elevados de GH y IGF-1 en vitreo en los pacientes
diabéticos que en pacientes controles sanos. Se ha observado ademas como a mayor concentracion
intravitrea de GH y IGF-1 mayor es la actividad de la RD (Boulton et al., 1997; Grant M et al., 1986;
Meyer-Schwickerath et al., 1993; Burgos et al., 2000).

3.1.3.3 GH, IGF-1 y angiogénesis

Por otra parte varios estudios clinicos han correlacionado los niveles de IGF-1 con la progresién de

la RDy el proceso de neovascularizacion retiniana:

- Merirmey sus colaboradores encontraron un aumento de los niveles séricos de IGF-1 en un
subgrupo de pacientes con RDP rdpidamente progresiva (Merimee et al., 1983).

- En otro estudio prospectivo se observd un aumento de los niveles de IGF-1 sérico en el
momento de la aparicidon de los neovasos, comparado con los niveles de IGF-1 3 meses antes
de desarrollar la neovascularizacidon que eran mas bajos (Hyer et al., 1989).

- Enun estudio poblacional de 928 diabéticos se observé que los niveles plasmaticos elevados de

IGF-1 se correlacionaban con un aumento de la frecuencia de RDP (Dills et al., 1991).

Estudios experimentales indican también la importancia de GH e IGF-1 en la aparicion de RD:

- La administracion intravitrea de IGF-1 puede reproducir las anomalias microvasculares que
encontramos en la RD (Danis y Bingaman, 1997; Grant MB et al., 1993).

- Es posible estimular la proliferacion de células endoteliales retinianas humanas in vitro con la
exposicion a GH (Rymaszewski et al., 1991) y IGF-1 (Grant MB et al., 1990).

- La sobre-expresion de IGF-1 en ratones transgénicos normoglucémicos da lugar a anomalias
retinianas vasculares y gliales incluyendo neovascularizacién, pudiendo estar por lo tanto

implicado el IGF-1 en la fisiopatogénia de la RD (Ruberte et al., 2004; Smith et al., 1997).
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- Es posible suprimir la angiogénesis al inhibir el receptor para IGF-1 en modelos experimentales

de diabetes (Smith et al., 1997).

3.2 FISIOPATOLOGIA DE LA SOMATOSTATINA

La implicacion de la GH en la RD ha llevado a iniciar multiples ensayos clinicos en busca de

tratamientos dirigidos a inhibir esta hormona, siendo el principal de ellos la SST y sus andlogos.

3.21 MOLECULA DE SOMATOSTATINA

La SST es una hormona hipotalamica polipeptidica ampliamente distribuida a lo largo del sistema

nervioso, tracto gastrointestinal y pancreas (Patel, 1999).

Es sintetizada por células neuroendocrinas, inflamatorias e inmunes como un precursor de 116
aminoacidos llamado preprosomatostatina, que es fraccionado por una proteasa en
prohormonaprosomatostatina (92 aminoacidos) y finalmente procesado en los dos péptidos

bioldgicamente activos: SST-14 o SST-28 seglin tengan 14 o 28 aminoacidos (Dasgupta, 2004).

La SST inhibe la secrecion de varias hormonas y factores de crecimiento entre los que se incluyen el
GH, IGF-1, glucagdn e insulina, (Gerich et al., 1974; Gerich et al., 1977), a la vez que modula mdltiples

funciones celulares (Donaldson y Dodson, 2003).

3.2.2 SOMATOSTATINA EN LA RETINA

Se ha encontrado SST en la retina de varias especies, incluyendo la humana, variando la
expresion de SST-14 y SST-28 entre las diferentes especies. En la retina la SST se sintetiza en células

amacrinas GABAérgicas, localizadas en la capa nuclear interna de la retina (Cervia D et al., 2008).

3.2.3 RECEPTORES DE SOMATOSTATINA

La SST ejerce su accidn a través de receptores especificos situados en la superficie celular, que se
expresan entre otros lugares, en el sistema nervioso central, las leptomeninges, la adenohipdfisis, la
mucosa gastrointestinal y las células endocrinas y exocrinas del pancreas (Hoyer et al., 1995). Se han
identificado 5 subtipos de receptores de SST llamados sst-1 a sst-5, existiendo dos isoformas del

receptor sst2: sst2a y sst2b.

También se han identificado receptores para SST en diferentes partes oculares como la cdrnea,

humor acuoso, cristalino, vitreo, Uvea, retina y tejidos intraorbitarios extraoculares (Klisovic et al., 2001).

En la retina humana se han localizado inmunohistoquimicamente los subtipos sst1 y sst2 a lo largo
de todas las capas retinianas (Klisovic et al., 2001; van Hagen et al., 2000)y también en las células

endoteliales de los vasos sanguineos retinianos (Klisovic et al., 2001).
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3.24 ANALOGOS DE LA SOMATOSTATINA

La SST natural ha sido aislada y utilizada de forma satisfactoria para inhibir la secrecion de GH en
humanos (Hall et al., 1973), pero su corta vida media en plasma de 2 a 3 minutos hace que no sea
apropiada en la practica clinica a largo plazo. Por ello se han sintetizado diferentes analogos de la
molécula a partir de modificaciones en su estructura (Figura 14). Estas transformaciones le confieren al
péptido una mayor estabilidad y tiempo de vida media (2-3 horas) preservando la actividad bioldgica de
la molécula original. No obstante, puede variar el grado de afinidad de los andlogos por los cinco
receptores de la SST.

Se ha descrito que la inhibicién de la secrecion de GH es mas sensible a los agonistas de sst2,
mientras que la inhibicion de la secrecion de insulina estd mediada principalmente a través de los
receptores sst5, pudiendo seleccionar agonistas selectivos que sean utiles para modular la funcion

endotelial sin alterar la secrecion de insulina.

SOMATOSTATINA (SMS-14)

OCTREOTIDA

LANREOTIDA

Figura 14. Composicion de la SST y los analogos comercializados. Adaptado de Catala M, 2005.

A continuacidn se detallan las caracteristicas de los principales andlogos de la SST.

3.2.4.1 Octreotido

El octredtido (Sandostatin®, NovartisPharma) fue el primer anadlogo de la SST utilizado en la clinica
(Lamberts et al, 1996). Su potencia en la inhibicidn de la secrecion de GH es 45 veces mayor que la de la

SST nativa. El octredtido se une a los receptores sst2, sst3 y sst5 (Hannon et al., 2002), sin embargo la
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expresion retiniana de sst3 y sst5 es muy limitada (Thermos, 2003), por lo que las acciones del

octreotido estan mediadas por los receptores sst2.

3.24.2 Andlogos de accion prolongada

El octredtido en infusidon continua es mas eficaz para disminuir la secreciéon de GH que en régimen
subcutaneo. Por otra parte la incomodidad para el paciente de la administracién subcutanea que implica
una aplicacidn 3 veces al dia ha hecho que se desarrollen otros preparados de accion prolongada. Entre

ellos estan:

- Octreotido LAR (Sandostatin LAR®)
- Lanredtido de liberacion prolongada (Somatulina SR®)

- Lanredtido autogel (SomatulinaAutogel®)

Las indicaciones aprobadas para la utilizacién de analogos de la SST por la Agencia Europea del
Medicamento son el tratamiento a largo plazo de la acromegalia (Bevan et al., 2002) y los tumores
gastroenteropaticos (Rohaizak y Farndon, 2002). Por lo que en la RD no estd aprobado su uso y se

utilizan como farmaco de uso compasivo.

3.2.5 MECANISMOS DE ACCION

La SST y sus analogos pueden mejorar la RD debido a las diferentes propiedades que se les han

atribuido. Los diferentes mecanismos de accidn se resumen en la figura 15.
3.2.5.1 Accion antiangiogénica
La angiogénesis se produce por un desequilibrio entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos

como hemos descrito anteriormente. Se han propuesto varios mecanismos para explicar la accién

antiangiogénica de los analogos de la SST:
1- Accidn indirecta (sistémica):

La SST y sus analogos son potentes inhibidores de la liberacion sistémica de la GH, disminuyendo
consecuentemente la produccion de IGF-1 (ambos factores pro-angiogénicos). Inicialmente se atribuyd
el papel antiangiogénico de la SST a este mecanismo, aunque hoy en dia es controvertido (Boehm, 2007;

Garcia de la Torre et al., 2002; Wilkinson-Berka et al., 2006).
2- Accidn directa (local):

Debido a que en la retina se sintetiza también SST y ademas se expresan alli sus receptores, se

pensd que la SST podia de forma directa inhibir la cascada angiogénica:
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- Al actuar la SST sobre los receptores retinianos se piensa que pueden iniciarse sefiales de
transduccidn post-receptor que modifiquen la secrecién de diferentes factores de crecimiento
angiogénicos como el IGF-I, VEGF, EGF, bFGF y PDGF (Baldysiak-Figiel et al., 2004; Boehm, 2007;
Garcia de la Torre et al., 2002; Higgins et al., 2002).

- Al reducir el IGF-1 de forma local a través de receptores sst2 se inhibe también la secrecién
retiniana del VEGF inducida por IGF-1 (Garcia De La Torre, 2002).

- Puesto que también se han encontrado receptores de SST en el endotelio de los vasos retinianos,
también podria tener la SST un efecto directo antiproliferativo al activar los receptores. Se ha
descrito que el octreotido puede inhibir la proliferacién de células endoteliales al inhibir el IGF-1,
bFGF y VEGF in vitro (Danesi et al., 1997; Lawnicka et al., 2000); Baldysiak-Figiel,2004; Grant MB et
al., 1993).

Esta hipdtesis de la accidn local de la SST esta apoyada ademas por una serie de estudios en los que
se observd un déficit en los niveles intravitreos de SST en pacientes diabéticos y pacientes con EMD.
(Hernandez et al., 2005; Sim¢ et al., 2002; Simd et al., 2007). Estos resultados sugieren que la SST puede
desempefiar un papel importante en la homeostasis retiniana y que su déficit puede contribuir al

proceso de neovascularizacion retiniana y desarrollo de EMD.

3.2.5.2 Regulacion de sistemas de transporte en el EPR

En la parte apical del EPR se ha demostrado expresidon de receptores de SST donde se ubican varios
sistemas de transporte de fluido e iones (Lambooij et al., 2000). La SST puede regular el equilibrio del
transporte de iones y fluidos, al activar estos receptores contribuyendo a reducir el EM y recuperar la

funcién del EPR dafiado (Carrasco et al., 2007).

3.2.5.3 Accion anti-inflamatoria

Esta teoria esta basada en datos experimentales que demuestran que la SST y sus receptores estan
presentes en el tejido linfoide humano y que puede inhibir tanto la respuesta humoral como celular
inmune (van Hagen et al., 1994). Esto puede explicar en parte la eficacia de la SST para tratar edemas

maculares de origen inflamatorio.

3.2.5.4 Efecto neuroprotector

La SST y sus andlogos pueden tener ademas un papel neuroprotector a través de varias vias

incluyendo:

- Calcio intracelular (Petrucci et al., 2001)
- Sistema Oxido nitrico/GMPc (Mastrodimou et al., 2006)
- Dopamina (Kouvidi et al., 2006)

- Liberacion de glutamato de los FR
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Recientemente se ha descrito como la SST tdpica previene la neurodegeneracion retiniana en ratas
diabéticas a través de una reduccién de los niveles de glutamato, prevencion de la activacion glial y

modulacion de sefales proapoptodticas (Hernandez et al., 2013).

3.2.5.5 Efectos sobre el ciclo celular y apoptosis

Las propiedades antiproliferativas de la SST pueden deberse también a la induccion de apoptosis.
Los receptores sstl, sst4 y sst5 modulan la via de las MAPK que inducen la detencién del ciclo
celular en la fase G1. Por otra parte a través de los receptores sst2 y sst3 la SST promueve la apoptosis

por diferentes mecanismos (Ferjoux et al., 2000; Davis et al., 2001).

La siguiente figura resume los mecanismos de accién de la SST.

ACCION INDIRECTA ACCION DIRECTA

A
v

(sistémica) (local)

L= 1 EFECTO ANTIANGIOGENICO

J- IGF-1, VEGF, bFGF, EGF, PDGF
Efecto antiproliferativo endotelial

2 | REGULACION SISTEMAS TRANSPORTE EPR

g ACCION ANTI-INFLAMATORIA

ﬂ EFECTO NEUROPROTECTOR

Ca**, NO/GMPc, dopamina, glutamato

1

Figura 15. Esquema resumen de los mecanismos de accién de la SST.
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3.3 APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LOS ANALOGOS DE LA SOMATOSTATINA EN
OFTALMOLOGIA

3.3.1 RETINOPATIA DIABETICA

Varios estudios han demostrado la eficacia del tratamiento de la RDP con analogos de la SST:

- McCombe y colaboradores administraron octreotido en bomba de infusién continua durante 4
semanas en 11 pacientes con RDP que no habian sido tratados previamente con laser. En todos
los pacientes se detuvo la progresion de la RD durante el tratamiento y se observd una
regresion de la neovascularizacion y disminucion de la exudacion vascular en la AGF en 2
pacientes. Se compararon con un grupo control de 6 pacientes con RDP tratados de forma
convencional, en los que en se observd progresion de la retinopatia en la mitad de ellos
(Mccombe, 1991).

- Se ha observado también una mejoria de la AV en 4 pacientes con RDP panfotocoagulados
tratados con octreotido de accién prolongada entre 6 y 20 meses de en un ensayo clinico no
controlado (Mallet et al., 1992).

- Grant y colaboradores realizaron un ensayo clinico aleatorizado que incluia: 11 pacientes con
RDNP o RDP tratados con inyecciones subcutaneas de octreotido y 12 pacientes controles que
recibian el tratamiento convencional para la RD. Sélo 1 ojo de 22 de los tratados con octreotido
requiri6 PFC, comparado con 9 de 24 ojos controles con resultados estadisticamente
significativos (p<0,006). La incidencia de progresidon de la enfermedad a RDP severa fue de un
9% en pacientes tratados con octreotido y un 42% en pacientes controles durante los 15 meses
de seguimiento aunque sin alcanzar la significancia estadistica (Grant MB et al., 2000). El
octreotido enlentece por tanto la progresién de la RD, posponiendo el tiempo hasta que se
necesite tratamiento con Idser en comparacién con un grupo control.

- En 2001 se realizé otro ensayo prospectivo aleatorizado en 18 pacientes con RDP severa
panfotocoagulados, 9 de ellos tratados con octreotido durante 36 meses y 9 controles. Durante
los 3 afos de seguimiento se observd una disminucion en la incidencia de hemovitreos y la
necesidad de vitrectomias de forma significativa en (p=0,002) en los pacientes tratados con
octreotido. La AV se preservo y era significativamente mejor en los pacientes tratados con

octreotido (P=0,05) (Boehm et al., 2001).

El grupo de Hernaez-Ortega estudié ademas la eficacia del octredtido (Hernaez-Ortega et al., 2004)
y lanredtido (Hernaez-Ortega et al., 2008) para el tratamiento del EMD resistente al tratamiento
estandar en tres pacientes. Se observdé una mejoria anatéomica del EMD en la OCT en todos los
pacientes tratados. A pesar de que la AV no mejoro, probablemente debido al dafio crénico de los FR, si

que los pacientes refirieron una mejoria en el test de salud mental y funcion visual.
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3.3.2  EFECTOS DE LA SST SOBRE EL CONTROL DE LA DIABETES

Se ha observado también que la SST puede facilitar el control de la diabetes ya que al bloquear las
hormonas contrainsulares como GH, glucagdn y cortisol, da lugar a menos fluctuaciones de la glucemia.
Ademas la administracién de analogos de la SST en diabéticos tipo 1 da lugar a una disminucién en la

necesidad de insulina exdgena (Gerich et al., 1974; Wahren, 1976).

3.3.3 OTRAS PATOLOGIAS OCULARES

Diferentes trabajos avalan también la eficacia de los andlogos de la SST para tratar el EM de otras

etiologias diferentes a la RD:

- EM idiopdtico (Kuijpers et al., 1998; Rothova, 2002)

- EM postquirurgico (Shah et al., 2010)

- EM uveitico (Kafkala et al., 2006; Missotten et al., 2007; Papadaki et al., 2005; van Hagen et al.,
2000)

- Distrofia macular cistoide dominante (Hogewind et al., 2008)

Dadas las propiedades antiproliferativas, anti-inflamatorias y antiangiogénicas de los andlogos de la
STT y la presencia de sus receptores en practicamente todos los tejidos oculares, se ha aplicado su uso

también en otras patologias con resultados prometedores:

- Degeneracion macular asociada a la edad (Palii et al., 2008; Papadaki et al., 2003; van Hagen

et al., 2000)

- Orbitopatia tiroidea (Krassas et al., 2007)
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1 HIPOTESIS DE TRABAJO

A pesar de la introduccién de los anti-VEGF y dispositivos de liberacién prolongada de corticoides
como tratamiento del EM, sigue existiendo un porcentaje de pacientes diabéticos que no responden a la
medicacion, desarrollando un EM crénico que compromete su funcidn visual. Entre los nuevos
tratamientos estudiados para EMD refractarios estan los analogos de la SST, con los que el grupo de
Hernaez-Ortega y colaboradores encontraron buenos resultados preliminares (Hernaez-Ortega, 2004;
Hernaez-Ortega, 2008). A la vista de sus resultados quisimos estudiar mas a fondo uno de los analogos
mas recientes (Somatulina Autogel®), tanto su mecanismo de acciéon como su efectividad en la practica

clinica.

Dado que el estudio del estrés oxidativo ha demostrado en los ultimos afios que podria ser un
factor importante en el desarrollo de la RD (Brownlee, 2001), nos propusimos estudiar por una parte si
entre los efectos de la Somatulina podria estar el ejercer algun efecto antioxidante y por otra parte
tratar de aclarar su papel antiapoptético que aun es controvertido. Abordamos un estudio experimental
con la hipdtesis de trabajo que la Somatulina puede modular los fendmenos del estrés oxidativo y
apoptosis en la RD, pudiendo mejorar el prondstico visual de los pacientes diabéticos con retinopatia. En
la vertiente clinica el propdsito fue realizar un estudio prospectivo para determinar la efectividad de la
Somatulina para el tratamiento del EMD refractario a los tratamientos habituales basandonos en los

resultados obtenidos por Hernaez-Ortega y colaboradores.

2 OBIJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo de investigacion son:

1. Determinar el efecto de la Somatulina Autogel (S) sobre la expresidén del VEGF en células humanas

del EPR (ARPE-19) expuestas a alta o baja concentracidon de glucosa.

2. Determinar el efecto de la S sobre la apoptosis celular a través del marcador caspasa 3 en células

humanas del EPR (ARPE-19) expuestas a alta o baja concentracién de glucosa.

3. Determinar el efecto de la S sobre el estrés oxidativo a través del marcador JNK en células humanas

del EPR (ARPE-19) expuestas a alta o baja concentracidon de glucosa.

4. Determinar la relacion entre el VGEF, JNK, caspasa-3 tras el efecto de la S en células humanas del

EPR (ARPE-19) expuestas a alta o baja concentracion de glucosa.
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Estudiar la efectividad del tratamiento con S sobre el EMD refractario mediante los cambios en AV,

espesor macular y electrorretinograma (ERG).

Estudiar los posibles cambios en pardmetros bioquimicos y tensidn arterial en pacientes diabéticos

tratados con S.

Estudiar los cambios en la funcion visual percibidos por los pacientes tratados con S mediante el

cuestionario VF-14.
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1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

1.1 DISENO DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL

En este trabajo se estudid el papel de la S en la regulacidn la angiogénesis, apoptosis y estrés
oxidativo en cultivos de células de EPR humano que fueron tratadas con S. El ensayo se llevé a cabo en
el laboratorio de la Fundacion Oftalmoldgica del Mediterraneo (FOM, actualmente FISABIO-

Oftalmologia Médica), Valencia.

1.2 CULTIVOS CELULARES

1.2.1 MATERIAL UTILIZADO PARA LOS CULTIVOS CELULARES

A continuacioén se detalla el material de laboratorio utilizado en el presente trabajo para realizar los

cultivos celulares.

1.2.1.1 MATERIAL FUNGIBLE

- Placas Falcon de 15y 50 ml

- Micropipetas de 20, 200 y 1000 pl

- Pipetas de vidrio estéril de 5, 10y 25 ml
- Rotulador de vidrio

- Matraz T-25

- Puntas estériles de 20, 200 y 1000 pl

- Dispensador automatico de laboratorio

1.2.1.2 APARATOS

- Microscopio invertido, modelo Axiovert 25, Zeiss

- Centrifugadora, modelo 5415 R; Eppendorf, Alemania
- Cdmara Neubauer

- Incubadora, modelo HeraCell 150i CO2 incubator Thermo Scientific

1.2.1.3 REACTIVOS Y COLORANTES

- DMEM:Ham’s F12 (1:1) = medio de Eagle modificado por Dulbecco y medio F12 de Ham
mezclado con tampdén HEPES 15mM, 1,2g/l bicarbonato sédico, 2,5mM L-glutamina y 0,5 mM
piruvato sédico

- Suero fetal bovino (50ml/500ml)

- Penicilina (100U/ml)/Estreptomicina (100ug/ml)

- Dimetilsuféxido (DMSO)
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- Fosfato buffer salino (PBS) estéril

- Hank’s Balanced SALT solution sin calcio ni magnesio (HBSS) (Invitrogen)
- Trypan Blue

- Etanol al 70%

- Tripsina-EDTA (tripsina al 0,05% y EDTA al 0,02%)

- Glucosa 2,49M

- Manitol 40mM

1.2.1.4 CELULAS DE EPITELIO PIGMENTARIO DE LA RETINA (ARPE-19)

En el presente estudio se utilizaron células humanas de EPR de la linea celular ARPE-19 (ATCC
numero CRL-2302), que obtuvimos de LGC Promochem Standards.

Esta linea celular fue derivada en 1986 por Amy Aotaki-Keen de los ojos de un vardn de 19 afios que
fallecié en un accidente de trafico. Las células expresan los marcadores CRALBP y RPE-65 especificos de
las células epiteliales del EPR y forman monocapas estables que exhiben polaridad morfolégica y

funcional.

En 1996 Dunn describié que cumplen las propiedades estructurales y funcionales caracteristicas de
las células de EPR in vivo, por lo que ha sido ampliamente utilizada en estudios in vitro para evaluar la

fisiologia del EPR (Dunn et al, 1996).

1.2.2  ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO CELULAR

La linea celular ARPE-19 se establecid con 20 pases celulares hasta obtener una monocapa de
células cubicas. Los pases se realizaron periddicamente manteniendo las células en un medio de cultivo
formado por DMEM: Ham’s F12 1:1 suplementado con un 10% de suero fetal bovino y 1% de

penicilina/estreptomicina.

Las células se incubaron en matraces de 25cm? a 37° C con un aporte constante de 5% de diéxido de

carbono. El medio de cultivo fue cambiado entre dos y tres veces a la semana.

Al inicio del establecimiento se realizaron las criopreservaciones para posteriores experimentos
utilizando un medio de congelacién constituido por 50% de PBS, 40% medio DMEM-Ham’s F12 y 10% de

DMSO, como viene establecido en el protocolo de esta linea celular.

1.2.3  PASES CELULARES

Al ser un cultivo de células adherentes, para subcultivar las células, se sometieron a una tripsinacion

selectiva. Para ello se realizo el siguiente proceso:

1. Atemperar a 372 el medio de cultivo y la tripsina.

2. Eliminar el medio de cultivo del matraz.
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3. Lavar dos o tres veces con 5-10 ml de PBS estéril para eliminar los restos de suero y evitar asi
que el suero pudiera inhibir la tripsina.

4. Eliminar el PBS del matraz.

5. Afadir 2 ml de tripsina al 0,05% y EDTA al 0,02% en HBSS durante 5 a 10 minutos en la
incubadora a 372. De este modo, las células se van despegando, pudiéndose observar cdmo se
van levantando en el microscopio invertido, proceso que dura entre 5y 15 minutos.

6. Afadir 8 ml de medio de cultivo para inactivar la tripsina, alcanzando un total de 10 ml.

7. Para eliminar la solucidn de tripsina, se centrifuga la suspensién 5 minutos a 500g. Se elimina el
sobrenadante y resuspenden las células en 1-3 ml de medio de cultivo, dependiendo de la
densidad celular.

A continuacion se valora el numero de células disponibles, antes de sembrarlas. Para ello se realizé

el contaje de las células en una cdmara de Neubauer. El protocolo empleado para ello fue el siguiente:

1. Coger 20 pl de la solucién de células y 20 pl de Trypan Blue.

2. Colocar 10 pl de la mezcla anterior en la camara de Neubauer.

3. Se cuentan los cuatro cuadrantes de los extremos, contando 16 cuadrados de cada cuadrante y
descartando las células que se quedan sobre las lineas de los cuadrantes (Figura 16). Se
cuentan las células que sean refringentes y se descartan las azules.

4. Lafdérmula empleada para valorar el nUmero de células es la siguiente:

Células por pl = Células contadas/n? cuadrantes x 2 x 104

Figura 16. Método de contaje celular empleando la camara de Neubauer
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A continuacidn sembramos las células en diferentes matraces de 25cm? a una dilucién de 1:3 a 1:5.
Se recomienda una densidad celular entre 2-4 x 10* cels/cm?. Por Gltimo incubamos los cultivos a 372C

con un aporte de 5% de COa.

Cambiamos el medio de cultivo repitiendo todo el proceso anterior de 2 a 3 veces por semana.

Después de unos 20 pases celulares, obtenemos una monocapa de células cubicas.

La morfologia, viabilidad y porcentaje de confluencia de las células en este ensayo se evalud

diariamente en los diferentes grupos mediante la observaciéon microscépica.

1.2.4 TRATAMIENTO CON GLUCOSA DE LAS CELULAS ARPE-19

Para simular a las células del EPR diabéticas, cuando se completaron los 20 pases celulares, los
cultivos fueron expuestos a un medio de alta concentracion (45mM) o baja concentracién (5mM) de

glucosa durante 7 dias para crear los siguientes grupos:

- Grupo diabéticos: 45 mM glucosa

- Grupo controles: 5 mM glucosa + 40 mM manitol

La preparacién de las concentraciones para cada uno de los medios de cultivo se realizé de la
siguiente manera:

- Medio con glucosa 45 mM:

Diluir 0,9 ml de solucién de glucosa 2,49 M en 50 ml de medio de cultivo.

- Medio con glucosa 5 mM:

Diluir 100 pl de solucién de glucosa 2,49 M en 50 ml de medio de cultivo.

- Medio con Manitol 40 mM:

Diluir 0,73 g de manitol en 100 ml de medio de cultivo.

El medio de cultivo se cambié cada 2 dias.

1.2.5 TRATAMIENTO CON SOMATULINA DE LAS CELULAS ARPE-19

Una vez preparados los dos grupos de cultivos: diabéticos y controles, iniciamos el tratamiento con

S en cada uno de los grupos, estableciendo al final 4 grupos diferentes (Figura 17):

Controles no tratados {C)

Controles tratados con somatulina (C+SOM)

Diabéticos no tratados (D)

Diabéticos tratados con somatulina (D+SOM)

Figura 17. Esquema que representa los cuatro grupos de cultivos celulares establecidos en el estudio.
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La Somatulina fue suministrada por la empresa Ipsen Pharma. Se comercializa en forma de solucidn
inyectable en jeringa precargada y contiene 90 mg de acetato de lanreotido, andlogo de la SST de

liberacion sostenida.

Para evaluar una dosis respuesta de la Somatulina y encontrar una concentracién efecto en las
ARPE-19, se diluyo la S a diferentes concentraciones (1/100, 1/1000 y 1/10000). Se mantuvieron los
cultivos 3 dias con las diferentes concentraciones de Somatulina y se tomaron muestras a las 6, 24 y 48
horas. Se valord el porcentaje de muerte celular por el MMT assay y se determind la dosis a usar para
los cultivos (1/1000). Se observé un efecto maximo a las 24 horas para esa concentracion. Por ello los
estudios inmunohistoquimicos se realizaron con la dosis efecto y se tomd la muestra para el analisis a

las 24 horas de la administracion de la Somatulina.

La siguiente figura representa un resumen del ensayo para el grupo 4, en los restantes grupos se

siguié el mismo protocolo sin incluir los pasos correspondientes (afiadido de glucosa y/o S).

FASE 1 CULTIVO LINEA CELULAR ARPE-19
v
FASE 2 TRATAMIENTO CON GLUCOSA
(7 dias) 45mM o 5mM
v
FASF 3 TRATAMIENTO CON SOMATULINA
(3 dias)
7 6h
/
24k
S~ 48h
s
v
FASE 4 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

Figura 18. Esquema de las diferentes fases que constituyeron el presente ensayo, para el grupo de

células tratadas con glucosa y somatulina.
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1.3 ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

1.3.1 PARAMETROS DE ESTUDIO
Mediante el estudio inmunohistoquimico se analizaron los siguientes parametros, descritos en la

introduccion:

=  Marcador de angiogénesis: VEGF
=  Marcador de apoptosis: Caspasa-3

= Marcador de estrés oxidativo: JNK

Los protocolos de laboratorio seguidos para su determinacion se describen a continuacion.
1.3.2  TECNICAS DE INMUNOHISTOQUIMICA

Técnica de inmunoperoxidasa: Para ello empleamos dos Ac. En un primer paso se utiliza un Ac
primario no marcado que se une al antigeno que queremos detectar y en una segunda fase un Ac
secundario marcado que reacciona de forma especifica con el Ac primario, quedando asi ambos fijados a
la localizacion del antigeno. En esta técnica se utiliza como marcador el enzima peroxidasa que
mediante su unidn a un sustrato y un agente cromdgeno es capaz de convertir el sustrato incoloro en un

sustrato de color marrén pardo haciendo visible la reaccidn al microscopio.

Ac secundario

Peroxidasa + cromdgeno + H,0,

Ac primario

Antigeno tisular ]

Figura 19. Esquema que representa la técnica de inmunoperoxidasa. La enzima se acopla al Ac

secundario que se une al complejo antigeno-Ac primario.

1.3.3  MATERIAL UTILIZADO PARA LA INMUNOHISTOQUIMICA

1.3.3.1 MATERIAL FUNGIBLE DE LABORATORIO

- Portaobjetos y cubreobjetos de vidrio estandar y aptos para microscopia de fluorescencia

- Frascos para fijacién histoldgica
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1.3.3.2 APARATOS

- Microscopio de fluorescencia (modelo DM5000B; Leica Microsystems, Peterborough, Reino Unido)
- Microtomo de rotacidn (modelo RM2235; Leica Microsystems, Peterborough, Reino Unido)

- Agitador vortex (modelo G560; Scientific Industries Inc., Nueva York, EE.UU.)

- Inmunotefiidor automatico (modelo Benchmark classic; Ventana Medical Systems Inc., Tucson,

EE.UU.)

1.3.3.3 REACTIVOS DE LABORATORIO

- Formol al 4%
- Parafina (Paraplast Plus; Leica microsystems, Wetzlar, Alemania)
- Xilol (Quimica Clinica Aplicada S. A., Tarragona, Espafia)
- Soluciones alcohdlicas: etanol de diversa graduacion para la deshidrataciéon (Quimica Clinica
Aplicada S. A., Tarragona, Espaiia)
- Agua destilada (S. Mari S. L., Ribarroja del Turia, Valencia, Espafia)
- Colorantes para tincidn histolégica: hematoxilina (Merck; Darmstadt, Alemania) y eosina (Quimica
Clinica Aplicada S. A., Tarragona, Espafia)
- Salesy detergentes para soluciones:
- CC1- Cell Conditioning 1: soluciéon tampdén Tris-base de pH basico (solucidon del kit
comercial)
- CC2- Cell Conditioning 2: solucién tampdn citrato pH acido (soluciéon del kit comercial)
- Ez-Prep: solucion comercial del proceso de auto-inmunotincién «BENCHMARK Series»
para desparafinar durante la reaccidon inmunohistoquimica
- Reaction Buffer: solucién tampon de lavado para las preparaciones de
inmunohistoquimica en los diferentes pasos del protocolo
- Liquid coverslip (LCS): solucidon comercial para mantener el tejido hidratado durante el

proceso de inmunotincidon

1.3.3.4 REACTIVOS Y ANTICUERPOS PARA PROTOCOLOS DE HISTOLOGIA

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-caspasa-3 (Clon 3CSP03; Thermo Scientific, Cheshire; Reino
Unido)

- Anticuerpo monoclonal de ratén anti-VEGF (clon Ab-7; Thermo Scientific, Cheshire, Reino Unido)

- Anticuerpo monoclonal de ratdn anti-JKN (Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185. Cell Signaling)

- Revelado de inmunohistoquimica: Kit de detecciéon ultraView universal DAB (diaminobencidina).
(Roche Diagnostics, Indianapolis, EE. UU/Ventana Medical Systemsinc., Tucson, Arizona, USA) que

contiene los siguientes reactivos:
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- Ultra V block

- Hydrogen Peroxide Block

- UltraVision ONE HRP Polymer
- DAB Plus Substrate

- DAB Plus Chromogen

- Medio de montaje Eukitt (Eukitt, Freiburg; Alemania)

1.3.4  PREPARACION DE LAS MUESTRAS

1.34.1 FIJACION Y CORTE

El protocolo que seguimos para la inclusidn y corte de las muestras fue el siguiente:

Sumergir en formol al 4% 2 horas y lavar

Sumergir en formol al 4% 1 horas

Lavado en alcohol etilico al 70° 1 hora

Lavado en alcohol etilico al 96° 1 hora y lavar
Lavado en alcohol etilico al 96° 1 hora

Lavado en alcohol etilico al 100° 1 hora y lavar
Lavado en alcohol etilico al 100° 1 hora y 30 minutos

Sumergir en xilol 1 hora y 30 minutos lavar

W ® N o v kA W N R

Sumergir en xilol 1 hora y lavar
10. Sumergir en xilol 1 hora
11. Sumergir en parafina 1 horay lavar

12. Sumergir en parafina 1 hora y 30 minutos

Las muestras se cortaron utilizando un microtomo de rotacién (modelo RM2235;

Microsystems), obteniendo cortes de 3-5 um.

1.3.4.2 TINCION DE LOS CORTES CON HEMATOXILINA-EOSINA

La tincidén de los cortes con hematoxilina-eosina se realizd como se expone a continuacion:

Desparafinar sumergiendo en xilol durante 15 minutos.

Lavar con alcohol etilico al 100° durante 10 minutos.

Lavar con alcohol etilico al 96° durante 3 minutos.

Lavar con agua destilada.

Sumergir en solucidon colorante de hematoxilina durante 5 minutos.

Lavar con agua destilada.

N o v bk~ w N e

Pase rapido con alcohol clorhidrico al 0,5 %.
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8. Lavar con agua destilada.

9. Pase rdpido con agua amoniacal.

10. Sumergir en solucion colorante de eosina durante 1 minuto.
11. Sumergir 1 minuto en etanol absoluto.

12. Lavar con agua destilada.

13. Deshidratar, aclarar y montar en el medio de montaje Eukitt.

1.3.5 PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA

Todas las tinciones se realizaron utilizando el inmunotefiidor automatico Benchmark Classic y el
estudio inmunohistoquimico de los cortes se realizd siguiendo el protocolo del producto LabVision
(UltraVision ONE Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chromogen; Thermo Scientific, Cheshire,

Reino Unido) que se detalla a continuacion:

1. Desparafinar y rehidratar cada corte de tejido. Esto se consigue realizando diversos bafios en xilol y
etanol en concentraciones decrecientes de forma sucesiva.

2. Lavar 2 veces en solucién tampdn.

3. Si es necesario, incubar el tejido con una enzima digestiva (desemascaramiento) apropiada que
exponga el antigeno deseado (Tabla 8) ya que el proceso de fijacidn del tejido produce puentes metilo
cruzados que unen proteinas entre si, ocultando asi muchos antigenos.

4. Lavar 4 veces en solucion tampodn.

5. Para reducir la tincién no especifica de fondo debida a la presencia de peroxidasa enddgena incubar la
seccién con el reactivo del kit “Hydrogen Peroxide Block” durante 10-15 minutos.

6. Lavar 4 veces en solucién tampdn.

7. Aplicar el reactivo “Ultra V Block” durante 5 minutos a temperatura ambiente para bloquear cualquier
tincién de fondo inespecifica.

8. Lavar en solucién tampon.

9. Aplicar el Ac primario e incubar segun el protocolo recomendado por el fabricante de cada anticuerpo
(Tabla 8).

10. Lavar 4 veces en solucion tampon.

11. Aplicar el reactivo “UltraVision ONE HRP Polymer” (Ac secundario conjugado con peroxidasa) e
incubar 30 minutos a temperatura ambiente evitando su exposicidn a la luz. El Ac primario se une asi a
un Ac secundario universal que lleva acoplada la enzima peroxidasa.

12. Lavar 4 veces en solucion tampon.

13. Afadir 40 pl de “DAB Plus Chromogen” a 2ml de “DAB Plus Substrate”, mezclar y aplicar al tejido.
Incubar durante 5-15 minutos, dependiendo de la intensidad de tefiido que se quiera conseguir. De esta
forma se afade el sustrato y cromdgeno de la enzima peroxidasa. El sustrato incoloro se teiiira de color

marrdn pardo lo que permitira su deteccion bajo el microscopio.
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14. Lavar 4 veces en agua destilada.

15. Deshidratar y aclarar con xilol antes del montaje.

16. Cubrir con un cubreobjetos usando un medio de montaje permanente.

Este procedimiento general se ajusta para cada tipo de antigeno y Ac primario utilizado como viene

especificado en la tabla 8, variando los tiempos de incubacion y dilucién, asi como la necesidad o no de

realizar el paso de desenmascaramiento (paso 3 del protocolo).

Anticuerpo Dilucion Tiempo de Desenmascaramiento* Tiempo de
Anti- incubacion desenmascaramiento
(min) (min)
VEGF 1:100 20 cc1 30
Caspasa-3 1:50 28 cc2 30
JNK 1:100 20 cc1 30

Tabla 8. Protocolos de inmunohistoquimica para los distintos Ac utilizados en este estudio.

*CC1y CC2 son diferentes soluciones acondicionadoras (ver apartado 1.3.3.3.)

El analisis de microscopia dptica de las muestras se efectudé con un microscopio Leica DM5000B. Las

fotografias se tomaron con una camara fotografica digital Olympus OM101 acoplada al microscopio.

1.4 ANALISIS ESTADISTICO

En el apartado de resultados, los datos recogidos se expresan como media aritmética + desviacion

estandar.

Las comparaciones entre los diferentes grupos se realizaron mediante el test de t de Student para

datos no pareados. Esta prueba se aplica cuando queremos comparar las medias de dos muestras de

estudio independientes, como por ejemplo comparar los valores del VEGF en los grupos diabéticos sin

tratar o tratados con S. Las correlaciones existentes entre los diferentes marcadores estudiados se

determinaron mediante el coeficiente de correlacidn de Spearman.

El nivel de significatividad empleado en todos los andlisis ha sido el de 5% (a=0.05). Cualquier p-

valor menor de 0.05 es indicativo de una relacidn estadisticamente significativa. Por el contrario, un p-

valor mayor o igual a 0.05 indica ausencia de relacion.

El programa utilizado para todos los andlisis fue el paquete SPSS 14.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.UU.).
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2 ESTUDIO CLiNICO

2.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo no controlado de pacientes con EMD refractario a la terapia habitual
(fotocagulacidn laser, anti-VEGF, corticoides o vitrectomia) que fueron tratados en nuestro centro en
uso compasivo con inyecciones subcutdneas de 90 mg de Somatulina Autogel® cada cuatro semanas
durante un afio.

Para evaluar la eficacia del tratamiento se realizaron las siguientes pruebas:

e Toma de la AV mediante la escala de ETDRS para valorar la ganancia visual.

e Tomografia de Coherencia Optica utilizando Cirrus-OCT y Stratus-OCT de Zeiss para
evaluar los cambios anatémicos (cambios en el grosor macular central, volumen macular y
volumen foveolar).

e Electrorretinograma (ERG) de tipo Pattern y Multifocal con el fin de determinar posibles
cambios electrofisioldgicos (cambios en la latencia y amplitud de respuesta).

e Cuestionario especifico de funcidon visual (VF14) para valorar la calidad de vida del
paciente.

Durante el afio de seguimiento se realizaron también:

e Analiticas sanguineas para valorar la presencia de cambios en la glucemia, el control

metabdlico y perfil lipidico, analisis de orina y toma de la tensidn arterial.

e Controles sobre posibles efectos adversos locales y sistémicos para valorar la seguridad
del farmaco.

Los controles de los pacientes se realizaron a los 3, 6 y 12 meses. En todas las visitas se realizé la
toma de la AV, la exploracién oftalmoldgica, OCT, analiticas sanguinea y de orina, tension arterial y
registro de efectos adversos. El ERG y el cuestionario de funcion visual se realizaron Unicamente en la
visita basal pre-inclusion y la visita de los 12 meses. Antes del primer control postbasal de los 3 meses se
realizaron controles al primer y segundo mes para evaluar la presencia de efectos adversos locales y
sistémicos. Si en este tiempo el paciente referia efectos adversos sistémicos importantes que
dificultasen su ritmo de vida habitual, se excluia al paciente del protocolo.

La siguiente tabla resume el disefio del estudio para cada una de las visitas:
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Visita (Mes) PRE

10

11

12

Consentimiento informado

Revisién de inclusién/exclusion

Datos demograficos

Antecedentes médicos

X | X | X | X [X

Medicacion concomitante

AGF

Analitica sanguinea, orinay TA

AV

oct

Exploracion oftalmica

X | X | X | X

X | X | X | X

ERG

Cuestionario VF-14

X | X [ X [X [X [X |X

Administracion de la medicacion

X

X

X

X

Registro de efectos adversos X

X

X

X

X

X | X [ X [X [ X | X |X|X

Tabla 9. Resumen de las pruebas realizadas en cada una de las visitas del estudio.

2.2 ENTORNO Y MATERIAL UTILIZADO

El estudio clinico ha sido realizado integramente en FISABIO Oftalmologia Médica (FOM). Para ello

hemos contado con las siguientes estancias, personal y material:

2.2.1  ESTANCIAS

- Consultas equipadas para realizar la exploracién oftalmoldgica del paciente y para la realizacion

de las diferentes pruebas.

- Consulta de enfermeria para realizar las analiticas y administrar la medicacion.

- Farmacia hospitalaria para la conservacion de la medicacion usada en el estudio.

2.2.2 PERSONAL

- Médicos oftalmélogos especializados en retina.

- Farmacéutica.

- Optometristas certificadas para tomar la AV con el sistema ETDRS y realizar las OCTs.

- Enfermeras de consulta para la extraccion de la analitica sanguinea, toma de tensién arterial y

administracién de la medicacién.

- Electrofisidlogo para la realizacion de los ERG.

2.2.3  MATERIAL

- Unidad de refraccidon IS-600N (Topcon) y optotipos ETDRS adecuados a las normativas para la

toma de la AV en ensayos clinicos.




- Ldmpara de hendidura (Topcon).
- Lentes de aumento de 90 y 22 dioptrias (Volk) para exploracién de fondo de ojo.
- Tomdgrafos de Coherencia Optica (Cirrus y Stratus de Zeiss).

- Equipo electrorretinografia (Roland Consult® con software RETIscan 3.20/RETlport 32, campana

Ganzfeld modelo Q450HF, monitor de 20 pulgadas CRC de SONY® modelo CPDE530).

- Soporte fotografico de Topcon con el sistema Imagenet para realizar estudio angiografico en la

visita de pre-inclusion.
- Medicacion: Somatulina Autogel® (Ipsen Pharma).

- Cuestionarios (1A, 1B, 1C, 1D y 2) ademas de la historia clinica en soporte informatico, propia de

la FOM para la recogida de datos.

2.3 MUESTRA Y SELECCION DE PACIENTES
La poblacién muestral se compone de pacientes diabéticos atendidos en la FOM entre 2008 y 2009
diagnosticados de EMD en al menos uno de los ojos, que no responda al tratamiento estandar

(fotocoagulacion con laser, inyecciones intravitreas de anti-VEGF o corticoides y/o vitrectomia).
A continuacioén se detallan los criterios de inclusion y exclusién para la seleccidn de los pacientes:

2.3.1  CRITERIOS DE INCLUSION

- Pacientes con DM Tipo 2 atendidos en la FOM
- Ambos sexos
- Mayor de 18 afios, sin limite de edad

- Diagnosticados en la FOM de EMD en al menos un ojo que no responde a tratamiento estandar

2.3.2  CRITERIOS DE EXCLUSION

Paciente que se encuentre en tratamiento con otro andlogo de la SST por la misma indicacion.

- Paciente con embarazo o alto riesgo de embarazo.

- Paciente con antecedentes personales de célico biliar.

- Paciente con riesgo cardiovascular alto (historia el ultimo afio de accidente vascular cerebral
y/o infarto de miocardio).

- Paciente con insuficiencia renal y/o hepatopatia grave.

- Paciente que haya experimentado cirugia de cataratas en los 3 meses previos en alguno de los
0jos.

- Paciente diagnosticado de catarata subcapsular posterior (LOCS > II-1ll).

- Paciente con isquemia macular (zona avascular foveolar > 50%).
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Todos los pacientes fueron conocedores del tratamiento al que iban a ser sometidos, firmando el
consentimiento informado correspondiente (ver anexos) al inicio del estudio. El paciente, podia ademas
suspender su participacion en el estudio en cualquier momento que lo deseara. Por otro lado el
investigador podia decidir segun su criterio la retirada de un paciente del seguimiento a lo largo del
transcurso del estudio, si este no cumplia las normas del protocolo o si lo considerara necesario para el
bienestar del paciente por aparicion de acontecimientos adversos graves. Segun las normas del
protocolo, el motivo de la retirada de un paciente del estudio debia anotarse en el cuaderno de datos,
para dejar constancia escrita de ello. Los pacientes que salieran fuera del estudio no iban a ser

remplazados por nuevos pacientes a lo largo del estudio.

A los pacientes que cumpliesen los criterios de inclusién y ninguno de exclusidn se completd la visita

de pre-inclusidn de la siguiente manera:

2.4 CONTROL PREINCLUSION

Se realizd una anamnesis detallada que incluia los siguientes datos y exploraciones, recogidos en el

cuestionario 1A (ver anexos):

- Edad, sexo, peso, talla.

- Antecedentes patoldgicos, medicacién habitual.

- Tipo de DM, tratamiento de la DM, tiempo de evolucion.

- Presion arterial sistdlica y diastdlica.

- Analitica sanguinea con las siguientes determinaciones: glucemia en ayunas, insulinemia,
hemoglobina glicosilada (HbAlc), colesterol total, HLD colesterol, LDL colesterol, triglicéridos,
IGF1 y creatinina.

- Analitica orina para medir la albuminuria y creatinuria.

- Electrorretinogramas pattern y multifocal.

- Ecografia biliar para recoger informacién sobre el estado de las vias biliares y determinar la
presencia de calculos, que serian motivo de exclusidn (puesto que la Somatulina puede reducir
la motilidad de la vesicula biliar y favorecer la formacién de célculos biliares).

Ademas se realizé una exploracion oftalmolégica completa que incluia:

- Exploracién fundoscopica para explorar la retina de ambos ojos y determinar la presencia de
RD, clasificdndola en leve, moderada, severa, muy severa o proliferativa, asi como certificando
la presencia o no de edema macular siguiendo la Clasificacion clinica internacional de la RD y la
Clasificacion Internacional del Edema Macular (Wilkinson CP, 2003) (Ver tablas 2 y 3).

- AGF macular para evaluar el comportamiento angiografico del edema macular y descartar la
presencia de isquemia macular mayor al 50%, que se consideraba criterio de exclusion.

- Registro de los tratamientos previos recibidos para la RD en cada paciente.

- Biomicroscopia con ldampara de hendidura para descartar la presencia de otra patologia ocular.

Todo ello se recogio en el cuestionario 1B (ver anexos).
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2.5 EXPLORACION OFTALMOLOGICA

2.5.1 AGUDEZA VISUAL

En todas las visitas del paciente se ha determinado la mejor AV corregida (MAVC) siguiendo la
escala del ETDRS (adaptada de Ferris, 1982). Para ello se utilizan optotipos de ETDRS bajo condiciones
estandarizadas de luz fotdpica de 85 cd/m2 (candelas/metro 2) de luminancia y a 4 metros de distancia.
Se contabiliza el nimero mdaximo de letras leidas correctamente a dicha distancia de forma monocular.
Si el numero de letras leidas correctamente fuera inferior a 5, se reduciria la distancia a 1 metro. El
numero de letras leidas correctamente con cada ojo se anotd en el cuestionario 1C, asi como la AV en

fraccion decimal.

2.5.2 TOMOGRAFIA DE COHERENCIA OPTICA

En cada visita del estudio salvo las visitas del mes 1 y 2 (exclusivas para monitorizar efectos
adversos) se realizdé una OCT para confirmar y cuantificar la presencia de EMD en ambos ojos. Para ello

utilizamos dos modelos de OCT:

2.5.2.1 Cirrus-OCT (Zeiss)

Se realizaron los siguientes exdmenes para obtener mapas de volimenes, mapa de espesores y

tablas con datos numéricos:
- Macular cube 512x128
- Five Line Raster

De ellos se recogi6 el grosor macular central medio (medido en um) y el volumen macular (medido

en mm?3).

2.5.2.2 Stratus-OCT (Zeiss)

Con la Stratus-OCT se realizaron los siguientes andlisis:

- Fast Macular Thickness Map: Recogiendo los datos del volumen foveolar y volumen macular
total (en mm?3).

- 6mm Cross-hair scan: Tomando el valor del grosor foveolar medio (en um).

2.5.3 ELECTRORREGINOGRAMA (ERG)

En las visitas de preinclusion y la visita de los 12 meses se realizd un ERG utilizando un equipo

Roland en las siguientes modalidades:
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2.5.3.1 ERG Pattern

El ERG Pattern estudia la respuesta obtenida al estimular la retina con un patrén geométrico, tipo
damero, reversible, blanco y negro, con caracteristicas de contraste y luminancia controladas y con un
punto de fijacidn central. La prueba se realizé binocularmente, sin midriasis y con la refracciéon adecuada
a la distancia de la pantalla. Se colocan 2 electrodos en la conjuntiva bulbar inferior, 2 electrodos de

referencia en el canto externo de cada ojo y un electrodo masa en la frente.

La respuesta consta de un componente positivo a unos 50 ms (P50) seguido de uno negativo a 95
ms (N95) y precedido de otro pequefio negativo a 30-35 ms (N35). De cada ERG Pattern registramos la
latencia de P50 (ms) y la amplitud desde P50 a N95(uV) de cada ojo.

2.5.3.2 ERG Multifocal.

El ERG Multifocal consiste en la estimulaciéon simultdnea de diferentes areas de la retina
permitiendo la obtencidon de un mapa topografico de la respuesta de los 30 grados centrales de la
retina. La prueba se realiza en midriasis y condiciones fotdpicas con los mismos electrodos que en el
ERG Pattern. El estimulo se presenta en una pantalla de luminancia constante dividida en 103
hexagonos, de mayor superficie cuanto mas periféricos, que alternan de blanco a negro de forma

randomizada.

Se registré la densidad de respuesta por unidad de superficie (amplitud media) de los 6 anillos

concéntricos perifoveolares medidos en nV/grados?, siendo el 1 el més central y el 6 el mas periférico.

Los resultados tanto del ERG como de las OCTs se transcribieron en el cuestionario 1D (ver anexos).

2.6 OTRAS EXPLORACIONES

2.6.1 ANALITICA SANGUINEA, TENSION ARTERIAL

En todas las visitas con el fin de evaluar la potencial modificacion por la somatulina de otros

factores de riesgo para la RD, se realizé toma de tensidn arterial, analitica sanguinea y analitica de orina.

En la analitica sanguinea se determind: glucemia, HbAlc, colesterol total, HDL colesterol, LADL

colesterol, triglicéridos, insulinemia, IGF1 y creatinina.
En la analitica de orina se midié la albuminuria y creatinuria.

Los datos se anotaron en el cuestionario 2 (ver anexos).
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2.6.2  CUESTIONARIO ESPECIFICO DE FUNCION VISUAL VF-14

Como uno de los objetivos de este estudio es el de evaluar también la posible mejoria visual
percibida de forma subjetiva por el paciente, utilizamos un cuestionario validado (cuestionario
especifico de funcién visual VF-14) para medir la funcidn visual en el control pre-inclusién y la ultima
visita de los 12 meses. Este cuestionario mide la capacidad visual percibida por el paciente basada en 14
actividades diarias que pueden verse afectadas en nuestro caso por el EMD. Los pacientes deben
describir el grado de dificultad que tienen para realizar cada actividad segin una escala del 0 al 4:
O=Incapaz de hacerla, 1=Mucha, 2=Bastante, 3=Poca o 4=Ninguna. Si la actividad descrita no se realiza
“por otras razones distintas de la vista” no se tendra en cuenta la pregunta para la puntuacién global del
cuestionario. La puntuacion total se calcula como promedio de las respuestas multiplicado por 25,

obteniendo asi una puntuacion entre 100 (mejor funcion visual) y 0 (peor funcidn visual).

En la siguiente tabla se representan los items y opciones de respuesta correspondientes al

cuestionario VF-14:

iNDICE DE FUNCION VISUAL VF-14

A causa de la vista, incluso llevando gafas ¢cudnta dificultad tiene para...

1. Leer letras pequefias como la guia telefénica, los nombres de los medicamentos o las etiquetas de
articulos de comida.

2. Leer un periédico o un libro.

. Leer letras grandes de un libro o de un periddico o los nimeros de teléfono.

. Reconocer personas cuando estan cerca de usted.

. Ver escalones, peldaiios o el bordillo de la acera.

. Leer letreros de las calles y tiendas, los nimeros de las casas o los semaforos.

. Hacer trabajos manuales finos como coser, arreglar un enchufe o clavar un clavo.

. Hacer crucigramas, rellenar un impreso o hacer una quiniela.

.Jugar a las cartas, al domind o al bingo.

10. Participar en actividades como la petanca, buscar setas, cuidar plantas, mirar escaparates.
11. Cocinar.

12. Ver la televisién.

13. Conducir de dia.

14. Conducir de noche.

O 00 NO Ul bW

Categorias de respuestas para cada pregunta:

: Incapaz de hacerla

: Mucha

: Bastante

: Poca

: Ninguna

- No la hago por otras razones distintas de la vista

H W N O

Tabla 10. Items y respuestas del indice de Funcién Visual VF-14

2.7 ADMINISTRACION DE SOMATULINA AUTOGEL

Para este estudio se solicitd al Ministerio de Sanidad y Consumo a través de la Farmacia de la FOM
el tratamiento con Somatulina Autogel con cardcter compasivo. El farmaco fue suministrado por la
empresa IPSEN PHARMA. La Somatulina viene en viales precargados listos para su uso que contienen

una solucidn sobresaturada de acetato de lanreotida que corresponde a 0,246 mg de lanreotida base
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por miligramo de solucién, presentandose en 60 mg, 90 mg o 120 mg. En nuestro caso utilizamos la

dosis de 90 mg que inyectamos cada 28-30 dias.

Figura 20. |Imagen de las diferentes

presentaciones de Somatulina  Autogel®

comercializadas por IPSEN PHARMA.

La via de administracion fue subcutanea profunda administrada en la nalga. El procedimiento para

realizar la inyeccién era el siguiente:

- Sacar la Somatulina de la nevera 30 minutos antes de la administracidn.

- Quitar el protector del émbolo y protector de la aguja.

- Desinfectar el sitio de la inyeccidn con alcohol.

- Aplicar en el cuadrante superior externo de la nalga, perpendicular a la piel, sin plegar ni
presionar la piel e insertando la aguja en toda su longitud.

- Inyectar el farmaco empujando el émbolo lentamente sin mover la aguja. Inyectar toda la dosis
hasta que el émbolo llegue hasta el final y se oiga un “click”.

- Sin dejar de presionar el émbolo, retirar la aguja del lugar de inyeccion.

- Dejar de presionar sobre el émbolo de forma que la aguja se retraiga automdaticamente.

- Aplicar ligera presion en el lugar de la inyeccidon con una gasa estéril para prevenir un posible
sangrado.

El lugar de la inyeccidn debe alternarse entre el lado derecho e izquierdo en cada administracion.

2.8 CONTROL DE EFECTOS ADVERSOS

Antes del primer control post-basal a los 3 meses se realizaron controles al primer y segundo mes
desde el tratamiento sobre posibles efectos adversos locales (dolor, calor, induracién y/o eritema) y
sistémicos (diarrea, meteorismo, dolor abdominal, nduseas y/o hipoglucemias). Si en este tiempo el
paciente refiere efectos adversos sistémicos importantes que dificulten su ritmo de vida habitual se
excluira al paciente del protocolo.

La presencia o ausencia de efectos adversos se registré en el cuestionario 2 (ver anexos).
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2.9 RECOGIDA DE DATOS

Los datos de los pacientes fueron recogidos en los cuestionarios preparados para este estudio:
Cuestionarios 1A, 1B, 1C, 1D y 2 (ver anexos). Para analizar de manera conjunta a los pacientes y llevar a
cabo esta Tesis, se realizé una tabla Excel donde insertamos todos los valores que vamos a estudiar y asi

facilitar el analisis estadistico.

2.10 ANALISIS ESTADISTICO

2.10.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

Hemos realizado un analisis descriptivo que contiene los estadisticos mds relevantes para las
variables de andlisis: media, desviacion estandar, minimo, mdaximo y mediana para las variables

continuas, asi como frecuencias absolutas y relativas para las variables categoricas.

Las variables respuesta se describen en cada uno de los momentos del seguimiento: basal, 1 mes, 2
meses, 3 meses, 6 meses y 1 afio. Asimismo, para cada parametro, se han calculado y descrito las

diferencias absolutas ‘anual menos basal’.

2.10.2 ANALISIS INFERENCIAL

A continuacion realizamos un analisis inferencial, que engloba el conjunto de tests estadisticos

desarrollados para contrastar las hipdtesis definidas en los objetivos de la investigacion:

= Test de la t-student: Se utiliza para contrastar si la media de un pardmetro es o no la misma

antes y después del tratamiento. Se aplica a variables cuya distribucion se ajusta a un patrén

normal (test de Kolmogorov), fundamentalmente a las respuestas del ERG.

= Prueba de Wilcoxon (Wi): Se utiliza para contrastar la homogeneidad de distribucién de la

muestra antes y después del tratamiento, por ejemplo si la distribucidon de las respuestas
tomograficas o analiticas ha cambiado tras el afio de aplicacidon de la somatulina. También se

empled para evaluar los posibles cambios en las respuestas al cuestionario de funcion visual.

=  Prueba de McNemar: Se usa para comparar el cambio en la distribucion de proporciones entre

dos mediciones de una variable dicotémica. Ciertas preguntas del cuestionario de salud general
se responden dicotémicamente (afirmativo/negativo), por lo que el test de Mc-Nemar valora

en esos casos el efecto de la intervencion (el tratamiento) en la alteracidn de dichas respuestas.

El nivel de significatividad empleado para todos los andlisis ha sido el de 5% (a=0.05), de manera
que cualquier p-valor menor a 0,05 es indicativo de una relacién estadisticamente significativa. Por el

contrario un p-valor mayor o igual a 0,05 indica ausencia de relacion.
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1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

1.1 ESTUDIO DE LA REGULACION DEL VEGF POR LA SOMATULINA

A continuacion exponemos los resultados del estudio de inmunohistoquimica para el factor
angiogénico VEGF, cuyas imagenes podemos ver en la Figura 21.
Tras realizar el procesado de las muestras se analizaron 4 cortes histoldgicos de cada grupo,

realizdndose el recuento de las células positivas para VEGF y calculandose después las medias

representativas de cada uno de los grupos.

D : ll

Figura 21. Inmunohistoquimica frente al marcador de angiogénesis VEGF.

Las dos figuras superiores representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las
dos figuras inferiores, los tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrén indican
positividad para el VEGF.

C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con somatulina,

D+S=Diabéticos tratados con somatulina.
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Los resultados de la expresién del VEGF medidos por inmunohistoquimica se representan en las

siguientes tablas (Tabla 11y 12).

RESULTADOS DE LA EXPRESION DEL VEGF (%)
GRUPO C D C+S D+S
MEDIA 79,45 94,14 72,19 80,59
DESVIACION 4,85 6,10 11,79 2,98

Tabla 11 Resultados de la medida de la expresion del VEGF en los diferentes grupos expresadas como
porcentaje de células positivas para el VEGF sobre las células totales. Grupo control: 79,45 + 4,85; Grupo
diabéticos: 94,14 + 6,10; Grupo control tratados con somatulina: 72,19 + 11,79; Grupo diabéticos

tratados con somatulina: 80,59 + 2,98.

RESULTADOS P VALOR (PRUEBA t-STUDENT)

CvsD Cvs C+S D vs D+S Cvs D+S

0,009 0,002 0,007 0,701

Tabla 12. Comparacién de medias entre los diferentes grupos entre si con la t de Student y resultados de
p para cada comparacién. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados

con somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.

1.1.1 COMPARACION DE MUESTRAS CONTROLES Y DIABETICAS NO TRATADOS CON
SOMATULINA

La inmunohistoquimica frente a VEGF reveld6 que las muestras diabéticas contenian
significativamente mayor proporcion de células positivas al VEGF (94,14 + 6,10) en comparacién con las
células controles (79,45 + 4,85) con una p=0,009, sugiriendo la implicacién de VEGF en la patogenia de

la RD.

1.1.2 COMPARACION DE MUESTRAS TRATADAS CON SOMATULINA FRENTE A LAS NO
TRATADAS

Por otra parte se observé también que las células tratadas con S, tanto controles (72,19 + 11,79)
como diabéticos (80,59 + 2,98) contenian menor cantidad de células positivas al VEGF en comparacién
con los grupos controles (79,45 + 4,85) y diabéticos no tratados (94,14 * 6,10) alcanzando todos los
resultados la significancia estadistica: controles versus controles + somatulina (p=0,002), diabéticos

versus diabéticos + somatulina (p=0,007).

1.1.3 COMPARACION DE MUESTRAS DIABETICAS TRATADAS CON SOMATULINA FRENTE A LOS
CONTROLES NO TRATADOS

No se encontraron diferencias significativas (p= 0,70) en la expresion del VEGF en células diabéticas
tratadas con S (80,59 * 2,98) en comparacidén con las muestras controles no tratadas (79,45 * 4,85),

siendo la expresion de VEGF en los diabéticos tratados practicamente igual que en controles sanos.
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Figura 22. Grafica donde se

P 120 representa la expresidon del
s *

-g]DO I * * marcador de angiogénesis
3 80 T T VEGF en cada uno de los
3

L rupos. C=Controles no
¥ 40 grup

o tratados, D=Diabéticos no
= 40

8 tratados, C+S=Controles
2 20

b tratados con somatulina,
bﬂ' O T T 1

C D C+S D+ S D+S=Diabéticos tratados con

somatulina. *p<0,05.

1.2 ESTUDIO DE LA REGULACION DE APOPTOSIS POR LA SOMATULINA
Para estudiar el efecto de la S sobre la apoptosis celular determinamos los niveles de caspasa-3, que
es un marcador esencial de los procesos de apoptosis. A continuacién se exponen los resultados que

obtuvimos.

Figura 23. Inmunohistoquimica que muestra la expresion del marcador de apoptosis caspasa-3.

Las dos figuras superiores representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las
dos figuras inferiores, los tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrén indican
positividad para la caspasa-3. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles

tratados con somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina. .
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Los resultados de la expresion de caspasa-3 medidos por inmunohistoquimica se representan en las

siguientes tablas (Tabla 13 y 14).

RESULTADOS DE LA EXPRESION DE CASPASA-3 (%)
GRUPO C D C+S D+S
MEDIA 55,80 77,15 49,99 47,39
DESVIACION 8,99 12,48 8,48 11,91

Tabla 13. Resultados de la medida de la expresidén de caspasa-3 en los diferentes grupos expresadas
como porcentaje de células positivas para el caspasa-3 sobre las células totales. Grupo control: 55,80 +
8,99; Grupo diabéticos: 77,15 + 12,48; Grupo control tratados con somatulina: 49,99 + 8,48; Grupo

diabéticos tratados con somatulina: 47,39 + 11,91.

RESULTADOS P VALOR (PRUEBA t-STUDENT)

CvsD Cvs C+S D vs D+S Cvs D+S

0,032 0,383 0,013 0,302

Tabla 14. Comparacién de medias entre los diferentes grupos entre si con la t de Student y resultados de
p para cada comparacién. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados

con somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.

1.2.1 COMPARACION DE MUESTRAS CONTROLES Y DIABETICAS NO TRATADOS CON
SOMATULINA

Se observo que el grupo de diabéticos presentaba un niumero significativamente mayor de caspasa-

3 (77,15 £ 12,48) en comparacién con el grupo control (55,80 + 8,99) con una p=0,032.

1.2.2 COMPARACION DEL GRUPO DE DIABETICOS TRATADOS CON SOMATULINA FRENTE AL
GRUPO DE DIABETICOS NO TRATADOS

Ademas las muestras diabéticas tratadas con somatulina, contenian menor cantidad de caspasa-3
(47,39 + 11,91) en comparacion con las muestras diabéticas no tratadas (77,15 + 12,48), siendo los

resultados significativamente estadisticos con una p=0,013.

1.2.3 COMPARACION DE MUESTRAS DIABETICAS TRATADAS CON SOMATULINA FRENTE A LOS
CONTROLES NO TRATADOS

No hallamos diferencias significativas (p= 0,302) en la expresidn de caspasa-3 entre las células
diabéticas tratadas con S y los controles no tratados con unos valores medios de (47,39 + 11,91) en las
muestras diabéticas tratadas y (55,80 + 8,99) en las muestras controles.

A continuacién representamos de forma grafica los resultados de la expresion de caspasa-3 en los

diferentes grupos.
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Figura 24. Grafica donde se
representa la expresion del
marcador de apoptosis
caspasa-3 en cada uno de los
grupos. C=Controles no
tratados, D=Diabéticos no
tratados, C+S=Controles
tratados con somatulina,
D+S=Diabéticos tratados con

somatulina. *p<0,05.

1.3 ESTUDIO DE LA REGULACION DEL ESTRES OXIDATIVO POR LA SOMATULINA

Para determinar el papel de la S en la regulacion del estrés oxidativo determinamos la expresién del

JNK en cada uno de los grupos.

Figura 25. Inmunohistoquimica que muestra la expresién del ‘marcador de estres oxidativo JNK.

Las dos figuras superiores representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las

dos figuras inferiores, los tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrén indican

positividad para la JNK. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con

somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.
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Los resultados de la expresion de JNK medidos por inmunohistoquimica se representan en las

siguientes tablas (Tabla 15y 16).

RESULTADOS DE LA EXPRESION DE JNK (%)
GRUPO C D C+S D+S
MEDIA 41.34 55,49 38,49 35,76
DESVIACION 4,85 4,81 10,68 6,17

Tabla 15. Resultados de la medida de la expresién de JNK en los diferentes grupos expresadas como
porcentaje de células positivas para el INK sobre las células totales. Grupo control: 41.34 + 4,85; Grupo
diabéticos: 55,49 + 4,81; Grupo control tratados con somatulina: 38,49 + 10,68; Grupo diabéticos

tratados con somatulina: 35,76 + 6,17.

RESULTADOS P VALOR (PRUEBA t-STUDENT)

CvsD Cvs C+S D vs D+S Cvs D+S

0,0006 0,227 0,002 0,204

Tabla 16. Comparacién de medias entre los diferentes grupos entre si con la t de Student y resultados de
p para cada comparacién. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados

con somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.

1.3.1 COMPARACION DE MUESTRAS CONTROLES Y DIABETICAS NO TRATADOS CON
SOMATULINA

La expresion de JNK en las muestras diabéticas (55,49 + 4,81) era significativamente mayor que en

las muestras controles (41.34 + 4,85), siendo p=0,0006.

1.3.2 COMPARACION DE MUESTRAS TRATADAS CON SOMATULINA FRENTE A LAS NO
TRATADAS

Por otra parte se observé como la positividad para la JNK en el grupo de diabéticos tratados con S
(35,76 = 6,17) era menor que en los diabéticos que no recibieron el tratamiento (55,49 + 4,81) y las

diferencias fueron significativamente estadisticas (p=0,002).

1.3.3 COMPARACION DE MUESTRAS DIABETICAS TRATADAS CON SOMATULINA FRENTE A LOS
CONTROLES NO TRATADOS

No se encontraron diferencias significativas (p= 0,204) en el nivel de JNK en los diabéticas tratados

con S (35,76 £ 6,17) en comparacion con las controles no tratadas (41,34 + 4,85).
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1.4 CORRELACIONES

con somatulina. *p<0,05.

Para establecer la relacion existente en la expresiéon de los diferentes marcadores utilizados,

realizamos un analisis de correlacién de Spearman (r) entre el VEGF, caspasa-3 y JNK.

Observamos correlaciones positivas estadisticamente significativas entre los tres parametros. Los

datos aparecen representados en la siguiente tabla:

CORRELACION DE PEARSON

VEGF-CASPASA-3 Pearson 0,558
Valor p 0,025

VEGF-JNK Pearson 0,590
Valor p 0,016

CASPASA-3- JNK Pearson 0,544
Valor p 0,029

Tabla 17. Resumen de correlaciones entre los diferentes parametros estudiados

CASPASA-3

Los siguientes graficos de dispersidn representan la relacidn entre los diferentes marcadores.
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Figura 27. Grafico de dispersion
donde se observa la correlacion
directa encontrada entre el
VEGF vy la caspasa-3, con un p

valor de 0,025.
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2 ESTUDIO CLiNICO

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la parte clinica de esta tesis, que consiste
en evaluar la eficacia del tratamiento con Somatulina Autogel® para el EMD refractario a las terapias

estandares.

Realizamos un estudio prospectivo no aleatorizado, sin grupo control. De los pacientes diabéticos
vistos en la FOM entre 2008 y 2009 con EMD refractario, 18 pacientes cumplieron los criterios de
inclusion especificados en el apartado de Material y Métodos. Cinco pacientes abandonaron el estudio
antes del primer afo, especificAndose las causas mas adelante. A efectos del analisis estadistico
utilizamos los datos de los 26 ojos de los 13 pacientes que completaron todo el afio de seguimiento. Los
pacientes fueron tratados con inyecciones subcutdneas de Somatulina Autogel mensuales. La
efectividad del tratamiento se evalué analizando los cambios en AV, espesor macular en la OCT, ERG y
cuestionarios de satisfaccion segun detallado anteriormente. Ademds se valoraron los posibles cambios

en los pardmetros bioquimicos y tension arterial inducidos por la Somatulina.

2.1 ANALISIS DESCRIPTIVO

2.1.1 MUESTRA, SEXO Y EDAD

La muestra esta constituida por 26 ojos de 13 pacientes. Los pacientes presentan una edad media
de 63,2 + 10,4 afios, con un rango que oscila entre los 48 y 81 afios. Nueve pacientes son varones

(69,2%) y cuatro son mujeres (30,8%).

EDAD (afios)

MEDIA | DESVIACION TiPICA | MINIMO | MAXIMO | MEDIANA

63,2 10,4 48,0 81,0 63,0

Tabla 18. Edad media, desviacidn tipica, minima, maxima y mediana de la muestra.

SEXO N %

TOTAL 13 100%

HOMBRE 9 69,2%

MUJER 4 30,8%

Tabla 19. Distribucion de la muestra a estudio segun sexos.
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2.1.2  TIPO DE DIABETES

Todos los sujetos estan diagnosticados de diabetes de tipo Il, a excepcién de un caso con tipo I.

TIPO DE DIABETES N %
TOTAL 13 100
TIPO | 1 7,7
TIPO Il 12 92,3

Tabla 20. Representacion de la muestra segun el tipo de diabetes.

2.1.3  TIEMPO DE EVOLUCION DE LA DIABETES

Los pacientes presentan un tiempo medio de evolucién de su diabetes de 17,8 + 10,2 afios, con un

rango que oscila entre los 5y 35 afios.

TIEMPO DE EVOLUCION DE LA DM (afios)
MEDIA DESVIACION TIPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA
17,8 10,2 5,0 35,0 17,0
Tabla 21. Tiempo de evolucion de la DM medio, desviaciéon tipica, minimo, maximo y mediana de la

muestra.

2.1.4 TRATAMIENTOS RECIBIDOS PARA LA DIABETES

De los 13 pacientes incluidos: 4 (30,77%) eran tratados con antidiabéticos orales, 6 (46,15%) con

antidiabéticos orales mas insulina y 3 (23,08%) Gnicamente con insulina.

TRATAMIENTO PARA LA DM

INSULINA
23%

31% Figura 30. Gréafico que representa el tipo
ADO

de tratamiento recibido para la DM en la

visita basal. ADO: Antidiabéticos orales.

2.1.5 PESO, TALLA E INDICE DE MASA CORPORAL

El peso medio de los 13 pacientes incluidos resulté de 78,7 £ 13,9 kg, la talla y el indice de masa

corporal de 1,66 + 0,09 my 28,4 + 4,4 kg/m? respectivamente, como se resume en las siguientes tablas:

PESO (kg)
MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA
78,7 13,9 57,0 104,0 77,0

Tabla 22. Peso medio, desviacion tipica, minimo, maximo y mediana de la muestra.
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TALLA (m)

MEDIA

DESVIACION TiPICA

MINIMO

MAXIMO

MEDIANA

1,66

0,09

1,49

1,83

1,65

Tabla 23. Talla media, desviacion tipica, minima, maxima y mediana de la muestra.

IMC (kg/m2)
MEDIA DESVIACION TiPICA MiNIMO MAXIMO MEDIANA
28,4 4,4 21,7 37,6 27,2

Tabla 24. indice de masa corporal (IMC) medio, desviacién tipica, minima, maxima y mediana

de la muestra.

2.1.6 GRADO DE RETINOPATIA DIABETICA
Respecto al grado de RD que presentaban los pacientes en la visita basal, 18 ojos (69,23%) tenian
RDNP moderada, 4 ojos (15,38%) RDNP severa y 4 ojos (15,38%) RDP segun la clasificacion clinica

internacional (ver tabla 2).

GRADO DE RD ) o
Figura 31. Grafico que representa el grado

de RD en la visita basal. RDNP MOD:

RDNP
SEV.

diabética no

Retinopatia proliferativa

15,4%

69,2% moderada; RDNP SEV: Retinopatia diabética
RDNP MOD. no proliferativa severa; RDP: Retinopatia

diabética proliferativa.

2.1.7 MAGNITUD DEL EDEMA MACULAR

El grosor macular medio inicial del edema macular medido mediante Cirrus-OCT es de 478,12 um
(£158,41), con un rango que va desde las 275 um hasta las 801 um (Tabla 25). El 7,69 % de los ojos tenia
un edema macular menor de 300 um, el 46,15% entre 301 y 500 pum y el 38,46% igual o mayor a 501

pm.
GROSOR MACULAR (pum)
MEDIA DESVIACION TiPICA MiNIMO MAXIMO MEDIANA
478,12 158,41 275,00 801,00 435,00

Tabla 25. Grosor macular medio, desviacién tipica, minima, maxima y mediana de la muestra medida

mediante OCT-Cirrus.
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ESPESOR MEDIO DEL EMD

<300um
,69%

Figura  32. Grafico que

representa la distribucién de
46,15%

301-500um los espesores medios del

edema macular en la visita

basal.

2.1.8 TRATAMIENTOS PREVIOS

Todos los ojos habian sido tratados previamente con los tratamientos considerados de primera
eleccidn: fotocoagulacidn laser, inyecciones intravitreas de anti-VEGF y de corticoides. Tres ojos habian
sido intervenidos también mediante vitrectomia y extraccién de membranas en la superficie macular

con efecto traccional, siendo el edema macular refractario a todos los tratamientos mencionados.

2.2 ANALISIS ESTADISTICO

2.2.1  EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO: GANANCIA VISUAL

La efectividad del tratamiento para mejorar la AV se valord en funcién del aumento en el nimero

de letras que percibe el paciente. El nimero de letras medio de cada visita se resumen en la siguiente

tabla:
EVOLUCION N° DE LETRAS LEIDAS A 4 METROS

VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA

INICIAL 18,00 11,66 0,00 44,00 17,50
1M 21,65 11,62 0,00 45,00 20,00
2M 22,81 11,01 0,00 43,00 22,00
3M 21,58 11,35 0,00 44,00 21,00
6M 24,69 12,56 0,00 51,00 22,50
12M 26,62 12,86 7,00 50,00 25,00

Tabla 26. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacion (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el nimero de letras leidas a 4 metros en la muestra de 26 ojos.

Los resultados muestran una mejoria progresiva de la AV media a lo largo del estudio, pudiéndose
observar una mejoria ya al primer mes de iniciar el tratamiento. Al tercer mes se aprecia un leve

descenso en AV que posteriormente se recupera y continia mejorando en los sucesivos controles. La
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siguiente figura representa de forma grafica la evolucion en el nimero de letras leidas durante el afio de

seguimiento.

EVOLUCION N2 LETRAS LEIDAS A 4 METROS
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Figura 33. Representacion grafica de la evolucidn de la AV media en nimero de letras leidas a 4 metros.

En el momento basal un ojo promedio es capaz de leer 18 letras a 4 metros, incrementandose el
numero hasta 26,7 letras tras el afio de tratamiento. El test de la T Student concluyé que la variacion es
estadisticamente significativa (p=0,002). Por lo que tras el tratamiento existe una mejoria en AV

estadisticamente significativa.

EVOLUCION N2 DE LETRAS LEIDAS A 4 METROS
INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-T0) P VALOR (T TEST)

18,00 + 11,66 26,62 + 12,86 8,62 + 13,07 0,002

Tabla 27. Resumen de los resultados del test T Student para el andlisis de las variaciones pre (T0) y post-

tratamiento (T1) con Somatulina representados como media * desviacion estandar.
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EVOLUCION N2 LETRAS LEIDAS A 4 METROS
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Figura 34. Representacién grafica de la comparativa en el nimero de letras medio leidas a 4 metros en

la primera visita y la Ultima, tras 12 meses de tratamiento. *p<0,05.

La ganancia media al afio de seguimiento en AV fue de 8,62 letras (+13,07), con un rango que va
desde una pérdida de 21 letras hasta una ganancia de 43 letras. Si dividimos los resultados por
intervalos el 50% (13 ojos) gana mas de 10 letras y 26,92% (7 ojos) gana mas de 15 letras. Por otro lado
el 3,85% (1 ojo) pierde mas de 15 letras, el 15,38% (4 ojos) pierde 10 letras o menos y el 3,85% (1 ojo) se

mantiene igual. Como puede observarse la mayoria de los ojos mejoraron su AV con el tratamiento.

VARIACION DEL N2 LETRAS LEIDAS A 4 METROS
FINAL-INICIAL

)
Q 10 7 7
Q c 4
Q
2‘ 1 1 1
0
Pierde2 15 Pierde> 10 Pierde<10 Estdigual Gana<1l0 Gana>10 Ganaz15
letras letras letras letras letras letras
LETRAS LEIDAS

Figura 35. Representacidn grafica de la variacion en el nimero de letras leidas a 4 metros entre la

primera y ultima visita por intervalos.
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2.2.2.

La evaluacion de la mejoria anatémica por la Somatulina se valoré mediante el grosor macular
central y volumen macular medidos por Cirrus-OCT y el grosor foveal, volumen macular y foveal

medidos por Stratus-OCT. A continuacidn se resumen los resultados de las diferentes visitas con ambas

OCTs.

EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO: GANANCIA ANATOMICA

2.2.2.1. GROSOR MACULAR CENTRAL (CIRRUS-OCT) Y GROSOR FOVEOLAR (STRATUS-OCT)

EVOLUCION DEL GROSOR MACULAR CENTRAL CIRRUS-OCT (pm)
VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA
INICIAL | 478,12 158,41 275,00 801,00 435,00
3M 425,76 132,84 229,00 745,00 417,00
6M 374,85 145,56 187,00 652,00 336,50
12M 372,15 158,16 200,00 764,00 333,00

Tabla 28. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacién (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el grosor macular central medido con Cirrus-OCT en la muestra de 26 ojos.
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600,00
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300,00

200,00
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EVOLUCION DEL GROSOR MACULAR CENTRAL (CIRRUS-OCT)

478,12
A 425,76
—— 374,85 372,15
. |
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Figura 36. Representacidn grafica de la evolucidn del grosor macular central medio medido mediante

Cirrus-OCT.
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EVOLUCION DEL GROSOR FOVEAL STRATUS-OCT (um)

VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA

INICIAL | 437,23 138,61 222,00 713,00 425,00
3M 373,50 125,56 153,00 650,00 365,50
6M 332,31 133,01 149,00 609,00 274,00
12M 344,35 137,90 210,00 722,00 303,50

Tabla 29. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacion (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el grosor foveal medido con Stratus-OCT en la muestra de 26 ojos.
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EVOLUCION DEL GROSOR FOVEAL (STRATUS-OCT)

437,23
——__ 37350
‘*\__‘F\legl 344,35
T
BASAL 3M 6M 12M

Tiempo

Figura 37. Representacion grafica de la evolucion del grosor foveal medio medido mediante Stratus-OCT.

Los resultados muestran una disminucion progresiva del espesor macular central tanto con Cirrus
como con Stratus, desde el inicio del tratamiento hasta los seis meses. A partir de ahi el espesor macular

central se mantiene mds o menos estable, sin observarse importantes diferencias respecto a la dltima

visita, a los doce meses de tratamiento.

La disminucidon media al afio de seguimiento en grosor macular central medido con Cirrus-OCT fue
de -106 um (+£158,2) y con Stratus-OCT de -92,9 um (+£149,7). Las diferencias en el espesor macular entre
los doce meses y la inicial antes de iniciar el tratamiento fueron estadisticamente significativas con la
prueba de Wilcoxon (p=0,001) para los espesores medidos con ambas OCTs. Por lo tanto tras el

tratamiento podemos decir que existe una mejoria en el espesor macular central estadisticamente

significativa.
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EVOLUCION DEL GROSOR MACULAR CENTRAL CIRRUS-OCT (um)

INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) P VALOR (Wi)

478,1+158,4 372,1+158,2 -106 + 185 0,001

Tabla 30. Resumen de los resultados la prueba de Wilcoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre
(TO) y post-tratamiento (T1) con Somatulina del grosor macular central medido por Cirrus-OCT

representados como media + desviacidon estandar.

EVOLUCION DEL GROSOR FOVEAL STRATUS-OCT (um)
INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-T0) P VALOR (Wi)

437,2 £138,6 344,4 + 137,9 -92,9 +149,7 0,001

Tabla 31. Resumen de los resultados la prueba de Wilcoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre
(TO) y post-tratamiento (T1) con Somatulina del grosor foveal medido por Stratus-OCT representados

como media * desviacion estandar.

EVOLUCION DEL GROSOR DE LA FOVEA (STRATUS)
¥ DE LA MACULA (CIRRUS) DETO A T1
1.000

STRATUS CIRRUS
800+
8
L]
[ ]
k
600— *
Figura 38. Representacion
] grafica del cambio en el grosor
| J_ macular central medio y grosor
200 foveal entre la primer (TO) a y
la Ultima visita (T1). *p<0,05.
I T T T |
T0 I T0 T

Dividiendo los resultados por intervalos de pérdida de grosor macular central medido con Cirrus-OCT, en
un 53,85% (14 ojos) disminuye mds de 100 micras y en un 38,46% (10 ojos) disminuye menos de 100
micras. Aunque en la mayoria de ojos disminuyd el espesor macular central, en dos ojos (7,69%)

aumento.
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VARIACION DEL GROSOR MACULAR CENTRAL CIRRUS-OCT
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Figura 39. Representacién grafica por intervalos de la variacién en el grosor foveal medido por Cirrus-

OCT entre la primera y ultima visita.

Los resultados divididos por intervalos de la pérdida de grosor foveal medido con Stratus-OCT
muestran también como en un 53,85% (14 ojos) disminuye mas de 100 micras y en un 30,77% (8 ojos)
menos de 100 micras. A diferencia del grosor macular central medido con Cirrus-OCT, fueron cuatro ojos

(15,38%) en los que aumento el espesor central a pesar del tratamiento.

VARIACION DEL GROSOR FOVEAL STRATUS-OCT
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Figura 40. Representacion grafica por intervalos de la variacién en el grosor foveal medido por Stratus-

OCT entre la primera y ultima visita.

2.2.2.2. VOLUMEN MACULAR (CIRRUS Y STRATUS-OCT)

EVOLUCION DEL VOLUMEN MACULAR CIRRUS-OCT (mm?3)
VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA
INICIAL 13,79 2,76 10,30 21,90 12,80
3M 12,99 2,05 8,90 17,40 13,30
6M 12,45 1,99 8,80 17,40 12,25
12M 12,54 1,87 10,00 15,70 11,95

Tabla 32. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacidon (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el volumen macular medido con Cirrus-OCT en la muestra de 26 ojos.
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EVOLUCION DEL VOLUMEN MACULAR STRATUS -OCT (mm°)

VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA

INICIAL 10,44 2,50 7,24 16,76 9,58
3M 9,36 1,75 5,89 13,09 9,25
6M 9,17 1,82 6,61 14,18 8,92
12M 9,24 1,78 6,68 13,21 8,79

Tabla 33. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacién (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el volumen macular medido con Stratus-OCT en la muestra de 26 ojos.

EVOLUCION DEL VOLUMEN MACULAR

STRATUS

——CIRRUS

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
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4,00
2,00
0,00

12145

1ﬂ5 4

9,717 9,L4

VOLUMEN MACULAR (MM3)

BASAL 3M 6M 12M

TIEMPO

Figura 41. Representacion grafica de la evolucidn del volumen macular medio medido mediante Cirrus-

OCT y Stratus-OCT.

Los resultados muestran una disminucion progresiva del volumen macular en ambas OCTs desde el
inicio del tratamiento hasta los seis meses, siendo el descenso mas acentuado los primeros tres meses
del tratamiento. A partir de los seis meses de tratamiento el volumen macular se mantiene bastante

estable aunque con un ligero aumento respecto a la visita de los 3 meses.

La disminuciéon media al afio de seguimiento del volumen macular medido con Cirrus-OCT fue de
-1,25 mm? (+2,10) y con Stratus-OCT de -1,19 mm? (+1,73). Las diferencias entre los doce meses y la
visita inicial fueron estadisticamente significativas con la prueba de Wilcoxon (p=0,001) para los
volimenes medidos con ambas OCTs. Por lo tanto tras el tratamiento podemos decir que existe una

mejoria en el volumen macular estadisticamente significativa.

98



EVOLUCION DEL VOLUMEN MACULAR CIRRUS-OCT ( mm?3)

INICIAL (TO)

FINAL (T1)

DIFERENCIA (T1-TO)

P VALOR (Wi)

13,8+2,76

12,54 +1,87

-1,25+2,10

0,001

Tabla 34. Resumen de los resultados la prueba de Wilcoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre
(TO) y post-tratamiento (T1) con Somatulina del volumen macular medido con Cirrus-OCT representados

como media * desviacion estandar.

EVOLUCION DEL VOLUMEN MACULAR STRATUS-OCT ( mm?)
INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) P VALOR (Wi)

10,44 + 2,5 9,24 +1,78 -1,19 +1,73 0,001

Tabla 35. Resumen de los resultados la prueba de Wilcoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre
(TO) y post-tratamiento (T1) con Somatulina del volumen macular medido con Stratus-OCT

representados como media + desviacion estandar.

EVOLUCION DEL VOLUMEN DE LA MACULADETOAT1

STRATUS CIRRUS
o
20+
*
154 *
1o Figura 42. Representacion grafica del
cambio en el volumen macular medio
o entre la primera (TO) vy la ultima visita
(T1). *p<0,05.
I " ' 0 "

2.2.2.3. VOLUMEN FOVEAL (STRATUS-OCT)

EVOLUCION DEL VOLUMEN FOVEAL STRATUS-OCT (mm?3)
VISITA MEDIA DESVIACION TiPICA MINIMO MAXIMO MEDIANA
INICIAL 0,34 0,11 0,17 0,56 0,33
3M 0,29 0,10 0,12 0,51 0,29
6M 0,26 0,10 0,12 0,48 0,22
12M 0,27 0,11 0,16 0,57 0,24

Tabla 36. Medidas estadisticas descriptivas de centralizacion (media, mediana) y de dispersion

(desviacion tipica) para el volumen foveal medido con Stratus-OCT en la muestra de 26 ojos.
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EVOLUCION DEL VOLUMEN FOVEAL (STRATUS-OCT)
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Figura 43. Representacion grafica de la evolucidn del volumen foveal medio medido mediante Stratus-

OCT.

Durante el periodo de tratamiento se observa también una disminucidn progresiva del volumen
foveal desde el inicio del tratamiento hasta los seis meses, siendo el descenso mas acentuado los
primeros tres meses del tratamiento. A partir de los seis meses de tratamiento los valores medios del

volumen foveal se mantienen bastante estables con un leve aumento respecto a la visita de los 3 meses.

La disminucion media al afio de seguimiento del volumen foveal medido con Stratus-OCT fue de
-0,07 mm? (+0,12), siendo las diferencias entre los doce meses y la visita inicial estadisticamente
significativas con la prueba de Wilcoxon (p=0,002). Por lo tanto tras el tratamiento podemos decir que

existe una mejoria en el volumen foveal estadisticamente significativa.

EVOLUCION DEL VOLUMEN FOVEAL STRATUS-OCT ( mm?3)
INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) P VALOR (Wi)
0,34+0,11 0,27+0,11 -0,07+£0,12 0,002

Tabla 37. Resumen de los resultados la prueba de Wilcoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre
(TO) y post-tratamiento (T1) con Somatulina del volumen foveal medido con Stratus-OCT representados

como media * desviacidn estandar.
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EVOLUCION VOLUMEN DE LA FOVEA (STRATUS) DETOAT1

0,6

0,5+

0,4

0,3

0,24

0,1

T0

Figura 44. Representacién grafica
del cambio en el volumen foveal
medio entre la primera (TO) v la

ultima visita (T1). *p<0,05.

2.2.3. EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO: CAMBIOS ELECTROFISIOLOGICOS

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos en el ERG Pattern y Multifocal.

2.2.3.1. ELECTRORRETINOGRAMA PATTERN

2.2.3.1.1. LATENCIA DE RESPUESTA

La evolucién de la latencia de respuesta obtenida mediante ERG-Pattern antes del tratamiento

y a los 12 meses se resume en la siguiente tabla y grafico.

EVOLUCION DE LA LATENCIA DE RESPUESTA (ms)

INICIAL (TO)

FINAL (T1)

DIFERENCIA (T1-TO)

P VALOR (T TEST)

54,60 + 5,36

53,15+5,93

-1,16 £ 8,24

0,489

Tabla 38. Resumen de los resultados la prueba de T Student para el anélisis de las variaciones pre (T0) y

post-tratamiento (T1) con Somatulina de la latencia de respuesta, representados como media *

desviacion estandar.
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EVOLUCION DE LA LATENCIA DE RESPUESTA
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Figura 45. Representacion grafica de la comparativa de la latencia de respuesta media entre la visita

basal y después de 12 meses de tratamiento con Somatulina.

2.2.3.1.2. AMPLITUD DE RESPUESTA

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos en amplitud de respuesta en el ERG-

Pattern durante el estudio.

EVOLUCION DE LA AMPLITUD DE RESPUESTA (uV)
INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) P VALOR (T TEST)

1,68 +£1,05 1,85+1,37 0,20 +1,00 0,317
Tabla 39. Resumen de los resultados la prueba de T Student para el analisis de las variaciones pre (T0) y

post-tratamiento (T1) con Somatulina de la amplitud de respuesta, representados como media *

desviacion estandar.

A continuacién se representan también los resultados de forma grafica.
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Amplitud (uV)
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Figura 46. Representacion grafica de la comparativa de la amplitud de respuesta media entre la visita

basal y después de 12 meses de tratamiento con Somatulina.

Como puede observarse existe una leve disminucién de la latencia y aumento de la amplitud de

respuesta pero sin ser estadisticamente significativos los cambios. Por lo tanto puede decirse que no

han cambios estadisticamente significativos en la latencia y amplitud de respuesta medidos mediante

el ERG-Pattern después de 12 meses de tratamiento con Somatulina.

2.2.3.2. ELECTRORRETINOGRAMA MULTIFOCAL

Las amplitudes medias para cada uno de los seis anillos antes y después del tratamiento se

presentan a continuacion:

EVOLUCION AMPLITUD DE RESPUESTA ( nV/grados?)

ANILLO INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) P VALOR (T TEST)
1 25,1+12,9 22,9+11,8 2,14+ 13,6 0,431
2 10,3 £5,0 12,5+5,3 2,21+6,71 0,106
3 73+3,4 8,9+3,8 1,58 + 4,78 0,103
4 6,0 £2,28 6,5 + 2,02 0,51+2,37 0,286
5 5,02 + 2,03 4,75+ 1,63 -0,26 + 1,53 0,393
6 3,85+1,51 3,69 + 1,07 -0,16 +1,05 0,438

Tabla 40. Resumen de los resultados la prueba de T Student para el andlisis de las variaciones pre (T0) y

post-tratamiento (T1) con Somatulina de la amplitud media para cada uno de los anillos concéntricos del

ERG multifocal representados como media * desviacidn estandar.
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AMPLITUD ( nV/grados?)

EVOLUCION DE LA AMPLITUD DE RESPUESTA
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Figura 47. Representacion grafica de la comparativa de la amplitud media de cada uno de los anillos
concéntricos del ERG multifocal entre la visita basal y después de 12 meses de tratamiento con
Somatulina.

Para ninguna de las medidas se han encontrado diferencias estadisticamente significativas antes y

después del tratamiento con Somatulina. Tan sélo los aumentos en el valor de los anillos 2 y 3 que

tienen unos p-valores en torno a 0,1 sugieren una débil tendencia a aumentar con el tratamiento.

2.2.4.

ANALITICOS

EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO: CAMBIOS EN TENSION ARTERIAL O PARAMETROS

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos para la presién arterial, asi como los

diferentes pardmetros analiticos:

EVOLUCION DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS Y TENSION ARTERIAL

INICIAL (TO) FINAL (T1) DIFERENCIA (T1-TO) | P VALOR (Wi)
PRESION SISTOLICA (mmHg) 157,6+19,6 | 149,8 +16,7 -7,9+13,2 0,123
ARTERIAL DIASTOLICA (mmHg) 84,9+12,2 78,0 £ 10,74 -6,9+8,5 0,068
GLUCEMIA BASAL (mg/dl) 169,5 + 51,8 200 + 96,7 27,92 +131 0,556
HEMOGLOBINA GLICOSILADA (%) 7,41+1,17 8,30+ 1,15 0,61+ 1,59 0,075
ANALfTICA COLESTEROL TOTAL (mg/dl) 192,7 + 45,7 163,7 +31 -31,5+42,6 0,019
SANGUINEA COLESTEROL HDL (mg/dl) 43 +10,1 46,7 £10,5 3,7+7,8 0,192
COLESTEROL LDL (mg/dl) 111,9+47,9 | 92,6+29,8 -19,3+44,8 0,398
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 165,7 +62,7 | 110,7 +44,6 -58,3 + 60,0 0,010
CREATININA (mg/dl) 0,85 + 0,24 0,91+ 0,24 0,08 + 0,33 0,433
ANALITICA PROTEINURIA (g/1) 0,25+ 0,23 0,04 + 0,03 0,21 +0,24 0,021
ORINA MICROALBUMINURIA/CREATINURIA (g/mol) | 2,48+2,44 | 183,2+312,9 180,7 + 313,2 0,593

Tabla 41. Resumen de los resultados la prueba de Wilkoxon (Wi) para el analisis de las variaciones pre

(TO) y post-tratamiento (T1) en la presidn arterial y parametros analiticos representados como media +

desviacion estandar.
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De todos los parametros analizados soélo se han detectado variaciones estadisticamente
significativas para el colesterol total, triglicéridos y proteinuria. Por lo tanto tras el tratamiento podemos
decir que existe un descenso en el colesterol total, triglicéridos y proteinuria estadisticamente
significativos. Por otro lado aunque sin alcanzar la significatividad estadistica, puede observarse una
tendencia al incremento en la hemoglobina glucosilada, mientras que la tensién arterial diastdlica

muestra una tendencia a la disminucidn.

Por el contrario, no se han observado cambios significativos ni tendencias en la presién arterial

sistdlica, glucemia basal, colesterol-HDL, colesterol-LDL, creatinina o microalbuminuria/creatinuria.

Los siguientes graficos permiten visualizar los resultados obtenidos para los parametros que fueron

estadisticamente significativos:

EVOLUCION PARAMETROS ANALITICADE TO A T1

400
COLESTEROL TOTAL TRIGLICERIDOS
300
k
k
Figura 48. Representacion grafica
- de los cambios en el colesterol
J total y triglicéridos medios entre
1004
° la primera (TO) y la Ultima visita
(T1). *p<0,05.
T T I T T
TO T TO T

EVOLUCION DE LA PROTEINURIA DE TO A T1

3,049

2,5

2,04

Figura 49. Representacion

grafica de los cambios en la

T proteinuria media entre la
] primera (TO) y la ultima visita
*
%
0,0 T = (T1). *p<0,05
T 7
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2.2.5. EFECTIVIDAD DEL TRATAMIENTO: CUESTIONARIO ESPECIFICO DE FUNCION VISUAL VF-14

En este apartado se estudian los posibles cambios habidos en las respuestas al cuestionario de
funcién visual VF-14 tras el periodo de administracion de Somatulina, para determinar si subjetivamente

existen cambios.

La siguiente tabla y grafico resumen las puntuaciones globales sobre 100 (siendo 100 la mejor
funcion visual y 0 la peor) en el cuestionario de funcidn visual VF-14 para cada uno de los pacientes en

las visitas basal y final.

PUNTUACION GLOBAL DEL CUESTIONARIO ESPECIFICO
DE FUNCION VISUAL VF-14
PACIENTE INICIAL (TO) FINAL (T1)

1 21,43 33,93
2 16,07 16,07
3 37,5 39,29
4 68,75 66,67
5 32,14 28,85
6 38,46 42,31
7 67,86 78,57
) 16,07 10,71 Tabla 42. Resumen de las puntuaciones
9 69,64 57,69 globales para cada paciente en las visita
10 36,36 48,21
1 39,29 50,0 inicial (TO) y final (T1) y resultado de la
12 62,50 56,25 prueba de Wilkoxon (Wi) para el andlisis de
13 19,23 50,0 L. .

MEDIA £ DS 4041+ 20,39 4450 £ 19,09 las variaciones pre y post-tratamiento en el

P VALOR (Wi) 0,308 test esfecifico de funcién visual VF-14.

EVOLUCION PUNTACION GLOBAL CUESTIONARIO VF-14
100
90
80
70
60
50 40,41
40
30
20
10

44,50

Puntaucion

TO T1
Tiempo

Figura 50. Representacion grafica de los cambios en la puntuacion global del cuestionario especifico de

funcién visual VF-14 entre la primera (T0) y ultima visita (T1).
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Como puede observarse en la tabla 42, de los 13 pacientes 7 mejoraron su puntuacion, 1

permanecio igual y en los 5 restantes disminuyd. La puntacidn global media al inicio del estudio fue de

41,41 + 20,39, mejorando levemente al final del afio de tratamiento a 44,50 + 19,09, sin resultar la

diferencia estadisticamente significativa (p=0,308). No hemos observado por lo tanto diferencias

estadisticamente significativas en la puntuacion global del cuestionario especifico de funcion visual

VF-14 antes y después del tratamiento.

A continuacidn se presentan de forma gréfica las respuestas para cada una de las preguntas del

cuestionario especifico de funcién visual (VF-14) en la visita basal y visita de los doce meses de

tratamiento.

100%
90%
80%
70%
60%

®  50%

40%

20%
10%
0%

30% -

1. Leer letras pequefias como la guia telefdnica, los nombres de
los medicamentos o las etiquetas de articulos de comida

B No la hago por otras razones
¥ Incapaz de hacerla

Mucha
W Bastante

B Poca

38,46% Ninguna
15,38%

15,38%
7,69%
T0 T1
TIEMPO

100%
90%
80%
70%
60%

= 50%
40%
30%
20%
10%

0%

2. Leer un periédico o un libro

B No la hago por otras razones
M Incapaz de hacerla

Mucha
m Bastante

23,08%
15,38% W Poca

Ninguna

23,08% 23,08%

_‘-
=

T0
TIEMPO

107

Figura 51. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 1 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.

Figura 52. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 2 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.
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Figura 53. Representacién
grafica de las respuestas
para el item 3 del
cuestionario especifico de
funcién visual VF-14.

Figura 54. Representacién
grafica de las respuestas
para el item 4 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.

Figura 55. Representacién
grafica de las respuestas
para el item 5 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.
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Figura 56. Representacion

grafica de las respuestas
para el item 6 del
cuestionario especifico de

funcién visual VF-14.

Figura 57. Representacion

grafica de las respuestas
para el item 7 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.

Figura 58. Representacion

grafica de las respuestas
para el item 8 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.
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Figura 59. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 9 del
cuestionario especifico de

funcién visual VF-14.

Figura 60. Representacion
grafica de las respuestas

para el item 10 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.

Figura 61. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 11 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.



12. Ver la television
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Figura 62. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 12 del
cuestionario especifico de

funcién visual VF-14.

Figura 63. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 13 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.

Figura 64. Representacion
grafica de las respuestas
para el item 14 del
cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.



La siguiente tabla resume los resultados obtenidos para cada una de las preguntas tras el analisis

estadistico.

CUESTIONARIO ESPECIFICO DE FUNCION VISUAL VF-14

Tabla 43. Resumen de los resultados del test

de Wilcoxon (Wi) para el andlisis de las

variaciones pre y post-tratamiento con

Somatulina en cada una de las preguntas del

cuestionario especifico de funcion visual VF-

ITEM P VALOR (Wi)
1 0,783
2 0,748
3 0,301
4 0,366
5 0,045
6 0,739
7 0,053
8 0,041
9 1,000
10 0,170
11 0,655
12 0,304
13 1,000
14 1,000

14.

Como puede observarse en los items 5 (ver escalones, peldaios o el bordillo de la acera) y 8 (hacer

crucigramas, rellenar un impreso o hacer una quiniela) del cuestionario especifico de funcion visual se

ha encontrado una mejoria estadisticamente significativa tras el tratamiento con Somatulina. Ademas

existe también una fuerte tendencia a la mejoria en el item 7 (hacer trabajos manuales finos como

coser, arreglar un enchufe o clavar un clavo). Por lo que la incapacidad para realizar ciertas tareas

disminuye con el tratamiento.

2.2.6  EFECTOS ADVERSOS
2.2.6.1 EFECTOS ADVERSOS LOCALES

En la siguiente tabla y grafico se resumen los efectos adversos locales que se registraron durante

el seguimiento.

EFECTOS ADVERSOS LOCALES

VISITA NINGUNO DOLOR CALOR | INDURACION | ERITEMA
M 10 (76,92%) 0 (0%) 0 (0%) 3(23,08%) 0 (0%)
2M 11(84,62%) | 1(7,69%) | 1(7,69%) | 2 (15,38%) 0 (0%)
3M 12 (92,31%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7,69%) 0 (0%)
6M 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
12M 13 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 44. Resumen de los efectos adversos locales observados en cada una de las visitas del estudio,

representados como numero de pacientes y porcentaje.
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Figura 65. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaban efectos adversos locales

en cada una de las visitas del estudio.

% DE PACIENTES CON EFECTOS ADVERSOS LOCALES

Figura 66. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaron algun efecto adverso

local durante el seguimiento.

Durante los doce meses de tratamiento sélo cuatro de los trece pacientes (30,77%) presentaron
algin efecto adverso local en alguna de las visitas de seguimiento. Los restantes nueve pacientes

(69,23%) no presentaron efectos adversos locales.

El efecto adverso local mas frecuente es la induracion en la zona de la inyeccion de Somatulina,
apareciendo en tres pacientes (23,08%) al primer mes de tratamiento, en dos pacientes (15,38%) al
segundo mes y en un paciente (7,69%) al tercer mes. El segundo mes de tratamiento ademas de la

induracién, un paciente (7,69%) refirié dolor y calor en la zona de la inyeccion. Puede observarse una
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tendencia a la disminucion de efectos adversos locales con el tiempo de administracion del tratamiento,

no registrandose ningun nuevo efecto adverso local en las visitas de los seis y doce meses.

2.2.6.2 EFECTOS ADVERSOS SISTEMICOS

A continuacion se resumen los efectos adversos sistémicos que presentaron los pacientes

durante el seguimiento.

EFECTOS ADVERSOS SISTEMICOS

VISITA | NINGUNO DIARREA | METEORISMO | DOLOR ABDOMINAL | NAUSEAS | HIPOGLUCEMIAS
1M 1(7,69%) | 10(76,92%) | 9 (69,23%) 5 (38,46%) 1(7,69%) 2 (15,38%)
2M | 3(23,08%) | 6(46,15%) 8 (61,54%) 2 (15,38%) 2 (15,38%) 2 (15,38%)
3M | 7(53,85%) | 4(30,77%) 4 (30,77%) 1(7,69%) 1(7,69%) 3 (23,08%)
6M | 8(61,54%) | 2(15,38%) 4 (30,77%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7,69%)
12M | 10(76,92%) | 1(7,69%) 3 (23,08%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 45. Resumen de los efectos adversos sistémicos observados en cada una de las visitas del estudio,

representados como nimero de pacientes y porcentaje.
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Figura 67. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaban efectos adversos

sistémicos en cada una de las visitas del estudio.

A diferencia de los efectos adversos locales, todos los pacientes presentaron algun efecto adverso

sistémico en alguna de las visitas de seguimiento. Sin embargo, puede observarse como el porcentaje de

efectos adversos sistémicos disminuye progresivamente en las sucesivas visitas. Mientras que al primer

mes de tratamiento sélo un paciente (7,69%) no mostré efectos adversos, en la visita de los doce meses

esta cifra subié a diez (76,92%). Los efectos adversos mas frecuentes son la diarrea y el meteorismo. Al

primer mes de tratamiento diez pacientes (76,92%) referian tener diarrea y 9 (69,23%) meteorismo.
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2.2.7 ABANDONOS

Como se ha mencionado anteriormente 5 de los 18 pacientes inicialmente incluidos abandonaron el
estudio antes de completar los doce meses de tratamiento, por lo que no se han incluido en el analisis
estadistico. Dos de ellos decidieron dejar el tratamiento debido a los efectos adversos gastrointestinales
y los tres restantes debido a otras patologias sistémicas concomitantes (pericarditis, fractura de

miembro inferior e intervencion de bypass cardiaco).
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DISCUSION
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La RD es una de las complicaciones de |la diabetes mas frecuentes y la principal causa de ceguera en
individuos en edad laboral en los paises desarrollados (Moss SE et al., 1998). Produce en promedio un
12% de nuevos casos de ceguera al afio (Centers for disease control and prevention, 1996). Las dos
entidades clinicas que van a determinar el prondstico visual de los pacientes con RD son la RDP vy el
EMD, pudiendo conducir ambas a una pérdida de vision significativa. EIl EMD constituye la causa mas
frecuente de disminucién de AV en los diabéticos y por otro lado la RDP es la responsable de los déficits
visuales mds severos.

Durante casi 30 afios el tratamiento con laser focal o rejilla fue considerado el tratamiento de
eleccidén para el EM clinicamente significativo. Sin embargo, su efecto es limitado, ya que sélo consigue
estabilizar la AV en el 50% de los pacientes y mejorarla en el 10% de ellos (The Diabetic Retinopathy
Study Research Group, 1981, Early Treatment Diabetic Retinopahty Study research group, 1985).
Durante la ultima década, se han ido introduciendo por tanto otros tratamientos como los corticoides
intravitreos o anti-VEGF con el fin de conseguir no sélo estabilizar sino recuperar la AV perdida en
pacientes con EMD. La aplicacion de estos tratamientos ha mejorado considerablemente el prondstico
visual de los pacientes diabéticos. Sin embargo un porcentaje de pacientes sigue desarrollando una
pérdida considerable de su AV (Giuliari, 2012). Debido a ello se siguen buscando nuevos tratamientos
que consigan reducir aun mas la cifra de diabéticos que sufren pérdidas considerables en su capacidad

visual.

El mejor conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad ha dado lugar a la busqueda de
tratamientos enfocados en frenar los mecanismos que desencadenan la RD como inhibidores de la PKC,
inhibidores de la aldosa reductasa, sustancias que inhiben la formaciéon de productos avanzados de la
glicosilacion o determinados factores de crecimiento y antioxidantes. La asociacién entre la GH y la RD
ha dado lugar por ejemplo al estudio de los andlogos de la SST para el tratamiento de la RD. Varios
estudios han observado la eficacia de estos farmacos para la tratar la RDP y el EMD en diferentes series
de casos, siendo el octredtido el mas utilizado (Boehm et al., 2001; Grant MB et al., 2000; Hernaez-

Ortega et al., 2004; Hernaez-Ortega et al., 2008; Mallet et al., 1992; McCombe et al., 1991).

Por otra parte el estudio del estrés oxidativo ha ganado popularidad los ultimos afios, ya que
como describid inicialmente Brownlee en 2001 podria ser el estimulo inicial que desencadene el resto
de vias implicadas en la etiopatogenia de la RD (Brownlee, 2001; Nishikawa et al., 2000) (ver Figura 12).
Por lo tanto mediante tratamientos que modulen el estrés oxidativo podriamos actuar también
potencialmente sobre el resto de vias involucradas en la patogenia de la RD. Ademas en algunos
modelos animales, el buen control glucémico después de un periodo de hiperglucemia, no revierte los
efectos patoldgicos, lo que ilustra el concepto de “memoria metabdlica” (Kowluru, 2003). Esto hace que
una vez el insulto hiperglucémico ha pasado, persista el dafio celular debido a que todas las moléculas
dafiadas no se han ido. La implicacion del estrés oxidativo en el desarrollo de la RD con la formacion de

ROS puede ser la base del fendmeno de memoria metabdlica (Williams et al., 2013). Estos hallazgos han
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hecho que una de las vias de investigacion mdas prometedoras en el dafio vascular diabético sea el

control de la generacion de radicales libres mediante el uso de antioxidantes.

Los analogos de la SST pueden actuar a través de diferentes mecanismos: antiangiogénico, control
de la barrera del EPR, anti-inflamatorio y neuroprotector. Sin embargo, los mecanismos por los que
estos farmacos pueden regular la apoptosis son controvertidos, y su potencial papel para regular el

estrés oxidativo no ha sido estudiado aun.

Por todo ello, el propdsito de esta tesis fue analizar los mecanismos de actuacion de uno de los
analogos de la SST mas recientes (Somatulina Autogel®) en la RD, en concreto su efecto sobre la
apoptosis celular mediada por estrés oxidativo y sobre el VEGF, dada la importancia de ambos factores
en la etiopatogenia de la RD. Por otro lado, en funcién de los resultados obtenidos en el estudio
experimental, realizar un estudio clinico prospectivo para analizar la efectividad de la Somatulina en el

tratamiento del EMD refractario a los tratamientos habituales en pacientes diabéticos.

1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

1.1 ESTUDIO DE LA REGULACION DEL VEGF POR LA SOMATULINA

La angiogénesis juega un papel principal en la progresidn de la RD y sus complicaciones como la
RDP, hemorragias vitreas o el glaucoma neovascular. Dentro de los diferentes factores angiogénicos el
mas estudiado hoy en dia es el VEGF. Se ha establecido una relacidn significativa entre el desarrollo de la
RDP y el VEGF (Kinnunen y Yla-Herttuala, 2012). Varios estudios experimentales han confirmado el
desarrollo de los cambios patoldgicos observados en la RD después de la inyeccidn intravitrea de VEGF
(Tolentino et al., 2002; Tolentino et al., 1996). Ademas se han encontrado niveles elevados de VEGF en
pacientes con RDP comparados con pacientes con RDNP, disminuyendo después del tratamiento con

laser (Aiello et al., 1994; Adamis et al., 1994).

1.1.1  EXPRESION DEL VEGF EN DIABETICOS

En este trabajo hemos observado un aumento significativo de la expresion del VEGF en los cultivos
celulares diabéticos en comparacién con los cultivos controles no diabéticos (ver figura 22), siendo por
lo tanto este hallazgo coherente con lo publicado anteriormente. Varios estudios han observado que en
las fases tempranas de la diabetes existe un aumento de la expresion del VEGF en ratones y ratas
diabéticas comparados con ratas controles (Obrosova et al., 2001; Zeng et al., 2009), asi como también

en pacientes diabéticos (Amin et al., 1997).
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Estos resultados apoyan la teoria de que en la retina diabética los niveles del VEGF son mayores que
en la retina sana, implicando que los procesos angiogénicos mediados por VEGF son una parte relevante

del desarrollo de la RD.

1.1.2 PAPEL DE LA SOMATULINA EN LA REGULACION DE LA EXPRESION DEL VEGF

El conocimiento del gran papel mediador del VEGF en la evolucion de esta enfermedad ha
permitido en estos Ultimos afios desarrollar farmacos que inhiban su funcién (Giuliari et al., 2010), con la
finalidad de mejorar el prondstico visual de los pacientes con RD. En la actualidad los anti-VEGF se
utilizan en multiples situaciones en la retinopatia como en el EMD, la RDP, los hemovitreos persistentes

el glaucoma neovascular o previamente a la vitrectomia, como se ha descrito en el apartado 1.8.3.

A los analogos de la SST se les ha atribuido también un papel antiantiogénico, siendo uno de los
mecanismos principales por lo que pueden ser efectivos para el tratamiento de la RD. Varios estudios
experimentales in vitro (Lawnicka et al., 2000) e in vivo (Danesi et al., 1997; Danesi y Del Tacca, 1996)
han observado que los andlogos de la SST reducen la proliferaciéon de células endoteliales, la
neovascularizacion en la RD (Grant MB et al., 2000; Lee et al., 1988; Mallet et al., 1992) y la retinopatia
isquémica (Smith et al., 1997)

Se han descrito varios mecanismos para explicar este efecto antiangiogénico. Inicialmente se
atribuyé a la inhibicidn sistémica del GH y IGF-1, que son factores proangiogénicos (Boehm, 2007; Garcia
de la Torre et al., 2002; Wilkinson-Berka et al., 2006). Sin embargo el papel de los niveles plasmaticos de
IGF-1 en el desarrollo de RD es controvertido y dada la presencia de receptores para la SST en la retina y
endotelio, se piensa que la efectividad de los analogos de la SST se debe mas a un efecto directo al
actuar sobre los receptores de SST. Se ha descrito un efecto antiproliferativo directo a través de la
activacion de los receptores de SST en las células endoteliales (Danesi et al., 1997; Lawnicka et al., 2000;
Baldysiak-Figiel, 2004; Grant MB et al., 1993), o al actuar sobre los receptores y modificar la secrecion de
otros factores angiogénicos o antiangiogénicos como el IGF-l, PDGF, EGF o VEGF (Baldysiak-Figiel et al.,

2004; Boehm, 2007; Davis et al., 2001; Garcia de la Torre et al., 2002; Higgins et al., 2002).

Dada la importancia del VEGF en la patogenia de la RD y el auge de los tratamientos anti-VEGF para
las complicaciones de la RD en este trabajo quisimos analizar el efecto de uno de los andlogos de la SST

mas recientes, el Lanreotido Autogel®, sobre la expresidon del VEGF en células del EPR humanas.

En nuestro estudio de investigacion encontramos una reduccidn estadisticamente significativa del
VEGF al tratar los cultivos celulares con Somatulina, tanto los controles, como los diabéticos (ver Figura

22). Esto coincide con la mayoria de estudios publicados anteriormente con otros analogos de la SST:

- Sall y colaboradores realizaron un estudio en cultivos de células ARPE-19 tratadas con
octreotido y encontraron una disminucién significativa en la expresiéon del VEGF dosis

dependiente, comparado con el grupo control (Sall et al, 2004). Observaron que la disminucién
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del VEGF estaba mediada por la activacidn de los receptores sst2 que inhibian la via del IGF-1y

consecuentemente la produccién de VEGF en las células del EPR.

- Dal Monte y colaboradores observaron también una disminucion del VEGF con octreédtido a
través de los receptores sst2, pero utilizando un modelo experimental de retinopatia en

ratones (Dal Monte et al., 2009).

- Lawnicka H y colaboradores por el contrario no encontraron relacidn entre la administracién de
octreotido o SST y la inhibicidn de la secrecién del VEGF, en un modelo experimental usando

células endoteliales de ratones (Lawnicka et al., 2000).

Del mismo modo estudios en células humanas de gliomas (Mentlein et al., 2001), células de
tumores hipofisarios (tawnicka et al, 2008) o en ratas con hipertensién portal (Mejias et al, 2008)

apoyan la disminucién del VEGF tras la administracion de octredtido.

La mayoria de los estudios publicados, como hemos descrito se han realizado con el analogo de SST
octreotido. En nuestro trabajo analizamos el papel de otro andlogo de la SST mas reciente de liberacidn
prolongada, el Lanredtido Autogel®. Sdlo se ha publicado otro estudio con Lanreotido en un modelo en
ratas con endometriosis, en el que se observd también una disminuciéon de los niveles de VEGF
comparados con un grupo control (Sevket et al., 2013), siendo nuestro trabajo el primero realizado en

células del EPR humanas.

Al analizar los niveles del VEGF en los diferentes grupos observamos ademads, que los niveles de
VEGF en las células del EPR diabéticas tratadas con Somatulina (80,59 + 2,98) era muy similar al de las
células controles no diabéticas (79,45 + 4,85). Podria argumentarse segln esto que la S normaliza los

niveles del VEGF en los diabéticos, volviendo estos a su estado basal antes de desarrollar |la diabetes.

Nuestro estudio apoya por lo tanto el papel antiangiogénico de la S a través de una disminucién en

la expresidn del VEGF en las células del EPR.

1.2 ESTUDIO DE LA REGULACION DE APOPTOSIS POR LA SOMATULINA

Como ya se ha descrito anteriormente la apoptosis celular es un evento temprano en la RD, que
tiene lugar antes de que el dafio anatdmico pueda detectarse mediante el examen de fondo de ojo
(Kern et al., 2000; Mizutani et al., 1996). Este periodo de la enfermedad, antes de que sea evidente la
retinopatia, nos proporciona por lo tanto una oportunidad para intervenir e intentar prevenir o retrasar

la afectacidn de la AV.

Las investigaciones previas se han centrado sobre todo en la apoptosis de las células vasculares y
células neurales retinianas (Barber et al., 2011) ya que ahi es donde se manifiestan las lesiones clinicas

de la RD. Los ERG multifocales han detectado dafio neuronal como predecesor al dafio vascular visible
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que tendria lugar 3 afios mas tarde en las mismas localizaciones (Ng JS et al., 2008). Este hallazgo sugiriod
por tanto que la apoptosis neuronal tiene lugar en estadios tempranos de la RD siendo responsable de

los primeros defectos funcionales en la vision y condicionando el dafio vascular posterior (Barber, 2003).

Sin embargo, pocos son los estudios que hayan analizado la apoptosis de las células del EPR en la
retina diabética. El EPR es esencial para la supervivencia de la neurorretina y consecuentemente la
conservacion de una buena AV. Entre sus funciones principales destacan (Decanini et al., 2008; Sim¢ et

al., 2010):

- Eltransporte de nutrientes, iones y agua

- Laabsorcion de luz para proteger a la retina del dafio oxidativo

- Regeneracion el cromoéforo rodopsina

- Fagocitosis de los productos de desecho de los fotoreceptores

- Produccion de factores de crecimiento esenciales para la integridad estructural de la retina

- Proporcionar del 60 al 80% de la glucosa necesaria para la retina

- Formar parte de la BHR externa, responsable de mantener el equilibrio estructural y fisioldgico

en la retina

Todo ello lo convierte en una estructura de vital importancia para la retina. En los ultimos afios se
han observado varias anomalias en la estructura y funcién del EPR en la RD. En respuesta al dafio
causado por la hiperglucemia, las células del EPR migran y proliferan, dando lugar a una rotura en la
adhesién entre las EPR y la coroides, seguido por una rotura de la BHR. Esto compromete el flujo
sanguineo dentro del EPR dando lugar a edema retiniano (Kennedy et al., 1995). Ademas este fendmeno
desencadena la liberacion de citoquinas, mediadores inflamatorios, proteinas y factores de crecimiento

causantes de la RD (Kimoto et al., 2004).

La importancia por lo tanto de la integridad del EPR para la retina ha hecho que autores como Simé
y colaboradores apuntaran la necesidad de explorar la actividad apoptética en el EPR de la retina
diabética e investigar nuevas estrategias terapéuticas para modular el dafio del EPR (Sim¢ et al., 2010).
En este trabajo quisimos por lo tanto analizar la apoptosis celular en células de EPR de la linea ARPE-19
determinando la expresidén de caspasa-3, uno de las proteasas esenciales ejecutoras de la apoptosis y

aclarar el posible papel protector de la S frente a la apoptosis celular.

1.2.1  APOPTOSIS CELULAR DEL EPR EN DIABETICOS

Tras el andlisis inmunohistoquimico observamos en nuestro trabajo un aumento significativo de la
expresion de caspasa-3 en el grupo diabético en comparacion con el grupo control (ver Figura 24). Estos
resultados parecen apuntar a que efectivamente existe una mayor apoptosis de las células del EPR en la
retina diabética, implicando la via de la caspasa-3. Estos hallazgos son coherentes con otros estudios
previos en los que se observé que la apoptosis celular en las diferentes capas de la retina era mayor en

las retinas diabéticas que en las no diabéticas (Carrasco et al., 2007) y que la expresidon de caspasa-3
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también era mayor (Hernandez et al., 2013). Ademas el grupo de Carrasco encontrd que la apoptosis era
mayor en las células del EPR que en la neurorretina (Carrasco et al., 2007), resaltando la necesidad de
realizar estudios en el futuro para evaluar mejor la importancia de la apoptosis del EPR en el desarrollo
de la RD. De forma analoga otros autores han encontrado un aumento en la actividad de la caspasa-3 en
células endoteliales y pericitos incubados en medios glucosados (Kowluru y Koppolu, 2002) y también en
células ganglionares de la retinas de pacientes diabéticos (Abu-El-Asrar et al., 2004).

Dada la importancia del EPR para la supervivencia de la neurorretina como se ha descrito
anteriormente, el incremento de apoptosis en estas células podria consecuentemente afectar al resto

de la retina e influir por lo tanto en la progresion o desarrollo de la RD.

1.2.2  PAPEL DE LA SOMATULINA EN LA REGULACION DE LA APOPTOSIS DEL EPR

El papel de la SST sobre la apoptosis celular es controvertido como se ha descrito en la introduccién.
Varios trabajos en células de tumores neuroendocrinos explican que la activacién de los receptores sst1,
sst4 y sst5 da lugar a la detencién del ciclo celular y la activacion de sst2 y sst3 a la induccion de
apoptosis, lo que podria explicar el efecto antiproliferativo sobre las células endoteliales (Davis et al.,
2001; Ferjoux et al., 2000; Kvols y Woltering, 2006). Sin embargo otros autores en un trabajo mas
reciente en un modelo de retinopatia isquémica en ratones observaron una reduccién de la apoptosis
en los ratones con mayor expresion de sst2, sugiriendo un papel protector frente a la apoptosis
neuronal de la SST. Los mecanismos neuroprotectores son muy complejos y hay poco consenso en los
mecanismos de accion de los analogos de la SST a nivel celular, variando la respuesta segun el tipo
celular. Por ello deberia evaluarse la sefalizacion de los receptores sstr en cada tipo celular individual,
ya que los efectos pueden ser muy diferentes (Davis, 2001).

En las células del EPR evaluadas en el presente trabajo observamos como las muestras diabéticas
que fueron tratadas con S, presentaban una disminucidn en la expresion de caspasa-3 estadisticamente
significativa en comparacidn con las muestras diabéticas que no recibieron tratamiento. Con ello se
puede deducir que la S puede tener un efecto protector frente a la apoptosis de las células del EPR
diabéticas, pudiendo ser un mecanismo de actuacion mas que explique su eficacia en el tratamiento de
la RD.

El grupo de Carrasco E. estudid los niveles de SST en la neurorretina y EPR en ojos de pacientes
diabéticos sin RD clinica aparente, comparados con ojos controles y observaron que los niveles de SST
eran significativamente menores en los diabéticos (Simé et al., 2002) y que existia una fuerte correlacidon
inversa entre la concentracion de SST y el porcentaje de apoptosis. A menor concentracion de SST
mayor apoptosis celular, sin quedar claro sin embargo si la disminucién de SST es una causa o
consecuencia de la apoptosis celular. Esto les llevd a sugerir que la SST juega un papel importante en la
homeostasis retiniana, y que su déficit es un acontecimiento temprano en los diabéticos, que se asocia a
apoptosis celular y que puede contribuir al desarrollo de la RD.

Por ello la administracion de andlogos de la SST en la retina diabética como se observa en nuestro

trabajo, podria normalizar los niveles de SST para devolver la homeostasis a la retina. Con ello se podria
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reducir la apoptosis celular y disminuir potencialmente el dafio retiniano y la progresién de la RD. En
nuestro trabajo la expresidn de caspasa-3 en las células diabéticas tratadas con Somatulina era de hecho
bastante similar a las células controles, por lo que podria decirse que la apoptosis del EPR vuelve al
estado de la retina sana con el tratamiento con Somatulina. En un reciente trabajo se evalud la
administracion de SST tdpica en ratas diabéticas para prevenir la neurodegeneracidon retiniana
(Hernandez et al., 2013). Observaron que la administracién de SST disminuia de forma significativa la
apoptosis en todas las capas de la retina, asi como la expresion de caspasa-3, comparadas con las ratas
tratadas con placebo. De forma analoga a nuestro trabajo, notaron que el grado de apoptosis en las

ratas diabéticas tratadas con SST tenia valores similares al de las ratas no diabéticas.

1.3 ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SOMATULINA SOBRE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR
ESTRES OXIDATIVO

El aumento de apoptosis celular en la retina diabética puede desencadenarse por diferentes
factores: la hiperglucemia, la excitotoxicidad por glutamato, la falta de factores de crecimiento, la
inflamacion o el estrés oxidativo (Barber et al., 2011). El estrés oxidativo esta por lo tanto intimamente
relacionado con la apoptosis celular en la diabetes. Como se ha descrito anteriormente se han
demostrado episodios de apoptosis inducidos por estrés oxidativo que dan lugar a anomalias en la
retina, cambios en los potenciales evocados visuales y los primeros cambios vasculares observados en la

RD (Kowluru, 2005; Lopes de Faria et al., 2001).

Las células del EPR debido a su funcién como depuradoras de los productos de desecho de los
fotorreceptores, estan constantemente expuestas a numerosas especies ROS como el H,0; (Miceli et al.,
1994), por lo que se han utilizado para explorar insultos mediados por estrés oxidativo y factores
protectores del dafio oxidativo en una serie de estudios recientes (Cao et al., 2012; Geiger et al., 2005).
En este trabajo utilizamos células de EPR para evaluar si la S puede ejercer también algun papel en la
regulacion del estrés oxidativo en la retina diabética. Para ello analizamos la expresion de JNK, uno de
los marcadores fuertemente asociado a la apoptosis celular desencadenada por estrés oxidativo (Du et

al., 2013).

1.3.1  ESTRES OXIDATIVO EN DIABETICOS

Varios trabajos demuestran elevaciones especificas de diversos marcadores del estrés oxidativo en
pacientes diabéticos, pero ademas de manera mas especifica en aquellos que presentan RD (Akgull E,
1997). Como se ha explicado anteriormente, los diabéticos presentan una reduccién importante en la
defensa total antioxidante y una deplecion de antioxidantes (Vlassara y Palace, 2002; Miranda M et al.,
2007; Kowluru y Chan, 2007; Williams et al., 2013). Este ambiente pro-oxidante hace que la retina de los

diabéticos sea susceptible a un mayor dafio por estrés oxidativo.

En las muestras diabéticas de nuestro trabajo la expresion de JNK era significativamente mayor que

en las muestras controles (ver Figura 26). Esta observacidn nos permite sugerir de forma andloga a lo
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descrito anteriormente que el dafio celular por estrés oxidativo es mayor en los diabéticos comparados

con los controles sanos.

1.3.2  PAPEL DE LA SOMATULINA EN LA REGULACION DEL ESTRES OXIDATIVO

Los estudios realizados previamente con los andlogos de la SST no han evaluado si entre sus
mecanismos de accidn estd regular el dafio por estrés oxidativo. En nuestro trabajo observamos una
disminucidn significativa en la expresion de JNK en el grupo de diabéticos tratados con S frente a los
diabéticos que no recibieron el tratamiento (ver Figura 26), alcanzando valores similares al del grupo
control. Esto se traduce en una menor apoptosis de las células del EPR por estrés oxidativo, con lo que
podriamos esperar de los analogos de la SST, ademas de sus mecanismos de accidn anteriores, un efecto

antioxidante.

ACCION INDIRECTA ACCION DIRECTA

v

(sistémica) (Ion_:al)

!

J IGF-I 1 EFECTO ANTIANGIOGENICO

-

Jd IGF-1, VEGF, bFGF, EGF, PDGF
Efecto antiproliferativo endotelial

2 | REGULACION SISTEMAS TRANSPORTE EPR

3 ACCION ANTI-INFLAMATORIA

4 EFECTO NEUROPROTECTOR

Ca*, NO/GMPc, dopamina, glutamato

PROTECTOR APOPTOSIS DEL EPR

6 EFECTO ANTIOXIDANTE

Figura 68. Representacidn de los mecanismos de accion de los andlogos de la SST descritos previamente

por otros autores junto los nuevos mecanismos que aportamos en este trabajo (5y 6).
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1.4 RELACION ENTRE VEGF, ESTRES OXIDATIVO Y APOPTOSIS

1.4.1  RELACION ENTRE VEGF Y ESTRES OXIDATIVO

Se ha descrito una relacién causal entre el estrés oxidativo y la expresidon de VEGF (Obrosova et al.,
2001). Asi, se ha encontrado con el 4-hidroxinonenal, un producto de la peroxidacién lipidica con gran
actividad bioldgica, que es capaz de incrementar la expresion de VEGF en humanos (Ayalasomayajula SP,
2002). Estos resultados sugieren que el estrés oxidativo esta directamente involucrado en la regulacién

del VEGF en las fases tempranas de la RD. Esto se ha deducido de diferentes observaciones:

- Existe una fuerte correlacion entre los productos de peroxidacion lipidica y la concentracién del
VEGF en pacientes con RDP (Augustin AJ, 2000).

- Las ROS actuan como segundos mensajeros en la migracion endotelial inducida por VEGF, un
paso clave en la neovascularizacién (Wang et al., 2011).

- Enun modelo animal de DM en ratones, la inhibicién de la NADPH oxidasa, ademas de prevenir
la formacion de superodxido, normalizaba los niveles de VEGF en retina (Al-Shabrawey et al.,

2005).

La regulacion de la expresidon del VEGF es compleja y depende de diferentes estimulos asi como del
tipo celular. En células del EPR se ha descrito que la JNK tiene un importante papel en la estabilizacién
del mRNA del VEGF, prolongando su supervivencia (Pageés et al., 2000). También se ha observado que la
expresion del VEGF inducida por IGF-I depende de la JNK (Poulaki et al., 2004). Otros autores
encontraron por el contrario que la activacién de JNK por estrés oxidativo inhibe la secrecion de

secrecion de VEGF (Gerald et al., 2004).

En este trabajo al analizar la correlacidn entre los diferentes marcadores estudiados encontramos
una fuerte correlacion positiva entre los niveles de JNK y VEGF (r=0,892). Esto coincide con lo publicado
en anteriores trabajos en los que se observd una relacidn entre estos dos marcadores. El grupo de Guma
observaron una fuerte relacion entre la JNK y la angiogénesis. En un estudio en un modelo en ratones
con retinopatia del prematuro observaron (Guma et al., 2009) que los ratones que carecian de JNK1
mostraban una reduccidén de la angiogénesis y menor nivel de produccidn de VEGF. Ademas la inyeccidn
intravitrea de un inhibidor de JNK reducia la expresion retiniana de VEGF y consecuentemente la
neovascularizacion retiniana, representado una nueva diana terapéutica para patoldgicas en las que la
angiogénesis juega un papel principal. Encontraron por lo tanto que JNK es un factor critico para la

produccion de VEGF inducida por hipoxia y angiogénesis, como seria el caso de la RDP.

Por lo tanto la disminucién de VEGF que producen los andlogos de la SST podria explicarse por la

disminucion en la expresién de JNK.
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1.4.2  RELACION ENTRE JNK Y APOPTOSIS

Las ROS causan la activacion de JNK y con ello la muerte celular (Kamata et al., 2005). Sin embargo
el papel exacto de la via JNK en apoptosis es altamente controvertido y ha habido mucha especulacion
en si es pro o antiapoptoética Las consecuencias de la activacion de JNK dependen del tipo celular, tipo
de estimulo y la influencia de otras vias activadas, por lo que la via de JNK no es simplemente pro o

antiapoptdtica (Cao et al., 2012).

El grupo de Du observd que la JNK jugaba un papel importante en relacionar el estrés oxidativo,
apoptosis y produccion de VEGF. Observaron que la deficiencia de JNK reducia de forma significativa el
numero de células apoptéticas (Du et al., 2013), ademas de disminuir la expresion de VEGF y
neovascularizacion coroidea en un modelo en ratones con degeneraciéon macular asociada a la edad. De
forma similar en este trabajo observamos una correlacién muy positiva entre los niveles de caspasa-3 y
JNK (r=0,999) aunque sin alcanzar la significancia estadistica. La inhibicion de la via de JNK da lugar a una

reduccidn en la apoptosis de las células del EPR.

Nuestros resultados sugieren por lo tanto la siguiente relacidon entre los diferentes marcadores

analizados y el tratamiento con S:

y, ¥ J APOPTOSIS CELULAR EPR
= - Caspasa-3
SOMATULINA mb J ESTRES OXIDATIVO < :
L INK J ANGIOGENESIS
J VEGF

Figura 69. Representacion de la relacion entre los diferentes marcadores estudiados en este trabajo. La
disminucion de la JNK implica una menor apoptosis celular y una disminucién en la expresion del VEGF

en el EPR. La administracion de somatulina produce una disminucién en los tres marcadores.

Por todo lo expuesto anteriormente, parece que los analogos de la SST pueden ser eficaces para
tratar la RD debido a su efecto antiangiogénico al regular la expresion del VEGF, su efecto protector de
la apoptosis celular del EPR y su efecto antioxidante, pudiendo ser un tratamiento efectivo al actuar

sobre diferentes vias implicadas en la patogenia de la RD.
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2

ESTUDIO CLiNICO

El EMD tiende a ser una enfermedad crénica en la que a pesar de que en el 33-35% de los pacientes

se puede resolver espontdneamente al cabo de 6 meses con control glucémico y de factores de riesgo,

el resto requieren tratamiento para su control (Romero-Aroca, Reyes-Torres, Baget-Bernaldiz, & Blasco-

Sufie, 2014). Aunque inicialmente el laser era el tratamiento de eleccion del EMCS, durante la ultima

década varios ensayos clinicos aleatorizados, prospectivos han proporcionado nivel de evidencia A para

el uso de anti-VEGF en el tratamiento del EMD, cambiando los protocolos de tratamiento estandares

para el EMD. Las ultimas recomendaciones sobre el tratamiento del EMD publicadas recientemente por

el “Diabetic Macular Edema Treatment Guideline Working Group” (Mitchell et al., 2014) junto con las de

la Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo (Lopez-Galvez y Garcia-Campos, 2012) aconsejan lo siguiente

(Figura 70):

A)

B)

C)

D)

Los pacientes en los que el EMD no tenga afectacidén central o si su AV es mayor a 20/30
pueden ser tratados Unicamente con laser siguiendo las guias del ETDRS.

Los resultados de los diferentes estudios avalan el uso de los anti-VEGF en los EMD con
afectacidn central y AV <20/30.

En determinados pacientes podria utilizarse el tratamiento con anti-VEGF aun con AV mayores

a 20/30 aunque faltan estudios que lo avalen.

El estudio RESTORE ademds observé que en ojos con un espesor retiniano central
menor a 300 um la respuesta a los anti-VEGF era similar al laser y entre 300 y 400 um sdlo
levemente superior, por lo que algunas guias recomiendan el uso de anti-VEGF sélo en casos de
espesor central mayor a 400 um (Stewart, 2014). En cuanto al uso de anti-VEGF en
monoterapia o asociados al laser en los edemas centrales, queda a criterio del oftalmdlogo, ya
gue segun algunos estudios su uso disminuye el nimero de inyecciones. El momento de aplicar
el laser tampoco esta del todo bien definido, pudiendo existir 2 posibles alternativas:
administrarlo 7-10 dias antes de la primera inyeccion o de forma diferida una vez alcanzada la

estabilizacidn, sin existir de momento evidencia que apoye mas una pauta que otra.

En cuanto a las pautas de tratamiento, se recomiendan 3 inyecciones mensuales iniciales de
carga, seguidas de seguimiento mensual e inyecciones repetidas segun AV y OCT hasta lograr la
estabilidad del EMD. A continuacion podrian espaciarse las visitas de seguimiento entre 2 y 4
meses, reanudado el tratamiento en caso de que el EMD reaparezca o empeore la AV. Serian
necesarios mds estudios que comparen el coste de los tratamientos, la carga asistencial y los
resultados en AV y calidad de vida para definir mejor el nimero de inyecciones vy visitas de

seguimiento.
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E) Si la respuesta a los anti-VEGF o laser no es buena en caso de pacientes pseudofaquicos se
pueden utilizar corticoides.
F) En los EMD con componente traccional puede estar indicada una vitrectomia, acompafiada o

no de anti-VEGF o corticoides.

EDEMA MACULAR DIABETICO

Control metabdlico y de los factores de riesgo

Sin traccion | ‘ - ‘ ‘ Con traccion

Cirugia vitreorretiniana &
Anti-VEGF/corticoides

Leve-moderada Moderada-severa

No afectacion central | Afectacion central

Fracaso tto

| >20/30 |

74

4—>| Anti-VEGF * Laser |

<20/30 0 > 400 pm |

Fracaso tto -
Dosis de carga (x3)
+ Fracaso to Pseudofaquicos
Inyecciones Corticoides

mensuales hasta
estabilizacion

Figura 70. Esquema que resume las guias de tratamiento actuales del EMD.

La introduccion de los anti-VEGF en el tratamiento del EMD ha mejorado considerablemente el
prondstico visual de estos pacientes y reducido el numero de EM persistentes. Los buenos resultados
publicados recientemente con aflibercept (Korobelnik et al., 2014), apuntan a que la cifra de EM
refractarios siga disminuyendo. Sin embargo, sigue existiendo un porcentaje de pacientes no
respondedores que no mejoran o incluso siguen perdiendo AV. Los dispositivos de liberacién prolongada
de acetdnido de fluocinolona (lluvien®) son una alternativa terapéutica en EM persistentes (Cunha-Vaz
et al., 2014) pero estan limitados por sus efectos adversos oculares (catarata a hipertensién ocular). Con
el ultimo dispositivo de liberacion prolongada de dexametasona (Ozurdex®) se han reducido los casos
de hipertensién ocular (Boyer et al., 2014) pero sus efectos en EM refractarios sdlo estan respaldados
por estudios retrospectivos o prospectivos con un pequefio numero de pacientes y cortos periodos de
tiempo de seguimiento (Lazic et al., 2014). Por otro lado, el papel de la vitrectomia como tratamiento en
los EMD refractarios en ausencia de traccién no esta del todo claro variando los resultados segln

estudios (Simunovic et al., 2014).
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Por todo ello se ha seguido intentando buscar otras alternativas terapéuticas para aquellos ojos que
no respondan a los tratamientos disponibles actualmente entre las que se encuentran:

- Bevacizumab asociado a triamcinolona subtenoniana y laser (Chan et al., 2012)

- Bevacizumab asociado a triamcinolona intravitrea (Shoeibi et al., 2013; Yolcu & Sobaci, 2014)

- Vitrectomia asociada a triamcinolona intravitrea y laser (Kim et al., 2012).

- Bevacizumab asociado a Fasudil intravitreo, (inhibidor de la via Rho/Rock que se ha visto

aumentada en pacientes diabéticos) (Nourinia et al., 2013)

- Activador tisular del plasminégeno (TPA) (Abrishami et al., 2011)

- Eritropoyetina intravitrea (Li W et al., 2010)

- Inhibidores del factor de necrosis tumoral (infliximab o adalimumab) intravitreos (Wu et al.,

2011) o intravenosos (Sfikakis et al., 2010)

Sin embargo, no existen estudios prospectivos y aleatorizados con un elevado ndmero de pacientes
que nos aclaren su verdadera eficacia.

La implicacién de la GH en la RD llevé también a iniciar multiples ensayos clinicos con SST y sus
andlogos para inhibir este factor de crecimiento. Se ha observado que la administracion de octreétido
en pacientes con RD ha reducido la progresion a RDP (Grant MB et al.,, 2000), reducido la
neovascularizacion (Mccombe, 1991) y hemovitreos (Boehm et al., 2001) en la RDP, estabilizando o
mejorando la AV de los pacientes diabéticos en varias series de casos. El grupo de Hernaez-Ortega y
colaboradores ha publicado ademas resultados preliminares que describian la eficacia del octredtido
(Hernaez-Ortega et al., 2004) y lanredtido (Hernaez-Ortega et al., 2008) para el tratamiento del EMD
resistente al tratamiento estandar en tres pacientes, aunque Unicamente observando mejorias en el
espesor macular que no se traducian en mejorias en la AV. Por otro lado, otras publicaciones describen
también la eficacia del octredtido en EM de diferente origen como el EM uveitico (Kafkala et al., 2006;
Missotten et al., 2007; Papadaki et al., 2005; van Hagen et al., 2000), EM postquirurgico (Shah et al.,
2010) o idiopético (Kuijpers et al., 1998; Rothova, 2002).

Desde la introduccién de los anti-VEGF y corticoides en el tratamiento del EMD la investigacion en
el campo de los analogos de la SST en la RD se ha visto reducida. Sin embargo, debido a los buenos
resultados preliminares descritos por Hernaez-Ortega y tras observar las multiples vias de accién de la
Somatulina en nuestro estudio experimental, decidimos iniciar otro estudio para evaluar su eficacia

clinica en EMD refractarios a anti-VEGF, corticoides y vitrectomias.

2.1 EFECTIVIDAD LA SOMATULINA AUTOGEL PARA EL TRATAMIENTO DEL EMD
REFRACTARIO

2.1.1 GANANCIA DE AGUDEZA VISUAL

Los resultados obtenidos en esta tesis muestran que la Somatulina Autogel proporciona una
mejoria de la AV en EM crénicos que no habian respondido a otros tratamientos. La ganancia media en

numero de letras al afio de tratamiento fue de 8,62 letras (p=0,002). Desde tan sdlo el primer mes de
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tratamiento puede observarse ya una ganancia media de 3,65 letras, y ésta va aumentado de forma
progresiva a lo largo de los 12 meses, habiendo sélo un descenso medio entre el segundo y tercer mes
de 1,23 letras. De los 26 ojos incluidos en nuestro estudio, 20 (76,9%) mejoraron su AV y 7 de ellos

(26,9%) ganaron una cantidad mayor o igual a 15 letras.

En la actualidad las alternativas terapéuticas en EMD persistentes con mas evidencia cientifica son
los dispositivos de liberacién prolongada de corticoides y el aflibercept, por lo que partiremos de sus
resultados para compararlos con los de este trabajo. En la siguiente tabla representamos los resultados
visuales de los estudios mds relevantes con los tratamientos mencionados anteriormente, junto con los

nuestros (ultima fila), teniendo en cuenta que nuestro grupo de pacientes habia sido refractario a los

primeros:

Abt 0,5mg/4s 11,0 40,9
DA VINCI 12 Abt 2mg/4s 13,0 45,5
(221) Abt 2mg/8s 9,7 23,8
Aflibercept Abt 2mg PRN 12,0 42,2
(Abt) VISTA 12 Abt 2mg/4s 12,5 41,6
(459) Abt 2mg/8s 10,7 31,1
VIVID 12 Abt 2mg/4s 10,5 32,4
(403) Abt 2mg/8s 10,7 33,3
Pearson etal. 2011 36 F0,59mg . 311
(196)

Acetonido de fluocinolona FAME 36 FO,2u 5,3 28,7
(F) (956) FO,51 5,3 27,8

FAME con EM crénico 36 F0,2u 76 31,8 (FAMEA)

(209) 36,4 (FAME B)
MEAD 36 00,7mg 3,5 22,2
Liberacion prolongada (1048) 00,35mg 3,6 18,4
dexametasona (O) BEVORDEX 5,7 22,0

(88) 12 00,7mg
. Fernandez-Lopez E et al.

Somatulina Autogel (S) (26) 12 S 90mg/4s 8,62 26,9

Tabla 46. Resumen de los resultados visuales de los principales estudios con tratamientos utilizados para

EMD persistentes, junto con los obtenidos en esta tesis.

Debido a diferencias en el tiempo de seguimiento, el nimero de tratamientos recibidos
previamente y duracion del EM es dificil realizar comparaciones con los demads estudios. Sin embargo
puede observarse como la ganancia de letras media, asi como el porcentaje de ojos que ganaron = 15
letras con Somatulina al afio de tratamiento es similar o superior a la obtenida con los dispositivos de
liberacién prolongada de corticoides, siendo superada tan sélo por el aflibercept, cuyas ganancias
medias rondan las 9,7-13 letras al afio y entre el 23,8-45,5% de los ojos ganan > 15 letras. Podria
pensarse que la AV final en los estudios con dispositivos de liberacién de corticoides esté afectada por el
desarrollo de cataratas durante el periodo de tratamiento, sin embargo la ganancia media de letras en
estudio MEAD en el subgrupo de pacientes pseudofdquicos eran de 6,1 y 6,2 letras para los implantes de
0,7mg y 0,35mg respectivamente, sin superar nuestra ganancia obtenida con Somatulina. Ademas, cabe
destacar como ya hemos establecido, que en nuestro estudio se trata de EM crdnicos que no
respondieron a otros tratamientos mientras que los demas estudios incluian también pacientes que no
habian sido tratados previamente con otras terapias. Los ojos que incluimos en este trabajo parten de

AV de base muy inferiores (18 letras de media) a las de los demas estudios.
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Faltan estudios prospectivos y multicéntricos que definan mejor los resultados de los diferentes
tratamientos en el EMD cronicos o refractarios. La mayor serie publicada hasta el momento proviene de
un subgrupo de 209 pacientes de los estudios paralelos FAME Ay B con EM crdnicos (de mas de 3 afios
de duracién) tratados con el dispositivo de liberacién prolongada de fluocinolona (lluvien®) de 0,2ug. A
los tres aflos observaron una ganancia media de 7,6 letras con un 31,8% en FAME Ay 36,4% en FAME B
de pacientes que mejoraron > 15 letras, con lo que la mejoria en AV es mas evidente en el subgrupo de
ojos con edemas crénicos comparados con los no crénicos (Cunha-Vaz et al., 2014).

En los estudios de Pearson y colaboradores y el estudio FAME que han publicado resultados a 36
meses de seguimiento la mejoria en numero de letras ganadas y porcentaje de ojos que mejoran = 15
letras aumenta de forma progresiva cada afio de tratamiento. En el estudio de Pearson por ejemplo el
porcentaje de ojos que mejoran > 15 letras era de 16,4% el primer afio, aumentando hasta 31,1% a los
tres afios (Pearson et al.,, 2011). En este trabajo sdlo presentamos resultados a doce meses de
tratamiento, por lo que si continudramos administrando Somatulina y el cambio en AV siguiera la misma
tendencia ascendente como se observa en la curva de la grafica de la evoluciéon de la AV (Figura 33),

podria incluso aumentar con el seguimiento la ganancia visual.

Por otro lado, en el andlisis subjetivo de la funcidén visual a través del cuestionario VF-14, a pesar de
no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas antes y después del tratamiento en la
puntuacién global, si que se encontraron diferencias para determinados items, disminuyendo la

incapacidad para realizar ciertas tareas con el tratamiento.

En cuanto a las pérdidas de visidn en nuestro estudio, de los 6 ojos que no mejoraron su AV, sdlo 2
ojos perdieron una cantidad mayor o igual a 10 letras, tratandose de un paciente que presentaba un mal
control glucémico y en el que aunque el EM no mejord con la Somatulina desarrollé también cataratas a

lo largo del estudio.
2.1.2  MEJORIA DEL EDEMA MACULAR

En este trabajo se ha observado como el EM mejora de forma progresiva con el tratamiento con
Somatulina. En el 92,31% de los ojos con OCT-Cirrus y el 76,9% con OCT-Stratus disminuye el espesor
macular central. El espesor macular central medio medido con Cirrus-OCT antes de comenzar el
tratamiento era de 478,12 um, reduciéndose a 372,15 um a los 12 meses de tratamiento, disminuyendo
por tanto 106 um (p=0,001). Con OCT-Stratus también fue estadisticamente significativa la reduccion del
espesor central aunque algo inferior (-92,9 um). De forma andloga disminuyé también el volumen
macular -1,25 mm3 con Cirrus-OCT (p=0,001) y -1,19 mm?3 con Stratus-OCT (p=0,001), asi como el
volumen foveal en -0,07 mm? con (p=0,002) con Stratus OCT. En la siguiente tabla se resume los
cambios en espesor macular central medio en los estudios mas relevantes publicados hasta la fecha con
aflibercept y dispositivos de liberacion prolongada de corticoides, junto con los de este trabajo (ultima

fila).
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Abt 0,5mg/4s 165,4
DA VINCI 12 Abt 2mg/4s 222,4
(221) Abt 2mg/8s 187,8
Aflibercept Abt 2mg PRN 180,3
(Abt) VISTA 12 Abt 2mg/4s 185,9
(459) Abt 2mg/8s 183,1
VIVID 12 Abt 2mg/4s 195,0
(403) Abt 2mg/8s 192,4
FAME FO,2p 181,0
P . 36
Acetonido de fluocinolona (956) FO,5u 185,0
E -~

(F) FAME con EM crénico 36 F 0,20/0,51 186,8

(209)
MEAD 16 00,7mg 111,6
Liberacion prolongada (1048) 00,35mg 107,9

d t. (0]
exametasona (O) BEVORDEX 00,7mg 187,0
(88) 12
Somatulina Autogel (5) Fernandez-Lépez E et al. 12 5 90me/as 106 (Cirrus)
(26) 92,9 (Stratus)

Tabla 47. Resumen del cambio en grosor central retiniano (GCR) en los principales estudios con EMD

que describieron los resultados a un afo de tratamiento, junto con los obtenidos en esta tesis.

Las OCTs utilizadas para medir el grosor macular varian entre los diferentes estudios, por lo que los
valores no son del todo comparables. En este trabajo se trata ademds de EM persistentes, de largo
tiempo de evolucidn que refractarios a otros tratamientos, lo que podria explicar que la reduccién en

espesor central retiniano sea algo inferior a la de los otros estudios.

La reduccién del EM en este trabajo se produjo durante los 6 primeros meses, estabilizdindose
desde entonces, pero llama la atencién de que a pesar de ello la AV continué mejorando hasta el afio de
tratamiento. Una posible hipdtesis que explique la continua mejoria en AV a pesar de la estabilidad del
EM podria ser el efecto protector de la apoptosis celular del EPR y el efecto antioxidante de la
Somatulina observado en el estudio experimental sea capaz de producir mejorias a nivel celular y

funcional no detectables mediante la OCT.

2.1.3 CAMBIOS EN EL ELECTRORRETINOGRAMA

El ERG se ha utilizado en el campo de la RD para valorar los cambios funcionales en estadios
tempranos, predecir o valorar cambios con su progresion y monitorizar los efectos de los diferentes
tratamientos (Tzekov y Arden, 1999). Varias publicaciones describen como las amplitudes de la onda
P50 en el ERG-Pattern y las amplitudes en las respuestas centrales en el ERG multifocal aumentan
después de tratar el EMD con ranibizumab (Comyn et al., 2014), bevacizumab (Ozkiris, 2010) o laser
(Lovestam-Adrian y Holm, 2010), aunque faltan estudios prospectivos con mayor nimero de pacientesy

tiempo de seguimiento que confirmen estos resultados.

En este trabajo el tratamiento con Somatulina no ha producido cambios significativos en el ERG-
Pattern o Multifocal. Sin embargo, se ha observado una débil tendencia al aumento de amplitud en los
anillos 2 y 3 (anillos centrales) del ERG multifocal con el tratamiento. La mejoria del EM con la

Somatulina podria explicar esta tendencia a la mejoria de la funcién macular en los anillos centrales,
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mejorando la funcidn visual central con el tratamiento. Un aumento en el nimero de la muestra podria
cambiar la significancia estadistica de este resultado. Por otro lado, puesto que los cambios en el EM se
localizan en la zona central macular, puede que sean insuficientes para que haya un cambio detectable
en el ERG-Pattern que mide la funcidn macular en un area mas amplia de la retina, explicando la

ausencia de cambios en este test.

2.1.4  EFECTIVIDAD LA SOMATULINA AUTOGEL: A PROPOSITO DE UN CASO

Entre los pacientes incluidos en esta tesis, merece destacar uno en concreto, en el que no sélo
mejoro la AV y el EMD, sino que ademas disminuyeron de forma significativa los exudados retinianos. El
paciente presentaba antes de iniciar el tratamiento AV de 19 letras en el ojo derecho y 10 letras en el
ojo izquierdo y un espesor central retiniano de 670 um y 887 um respectivamente. Al finalizar los 12
meses de tratamiento la vision mejord a 37 letras en el ojo derecho y 21 letras en el izquierdo y el
edema macular disminuyd alcanzando 316 um y 251 um respectivamente. A continuacién se muestran

las imdgenes de OCT Cirrus y fotografias de la retina antes y después del tratamiento.

; Yoo & S
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Figura 71. (A-B) Imagenes de OCT Cirrus en la primera visita antes de iniciar el tratamiento con 670 um
de espesor central en el ojo derecho (A) y 887 um en el izquierdo (B). (C-D) Oct de ambos ojos después
de 12 meses de tratamiento, pudiendo observarse una reduccién significativa en el EM alcanzando 316

um en el ojo derecho (C) y 251 um en el izquierdo.
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Figura 72. (A-B) Fotografias retinianas antes de iniciar el tratamiento con Somatulina, observandose
importantes exudados retinianos en ambos ojos. (C-D) Imagenes retinianas después del tratamiento,

donde puede verse como se han reabsorbido la mayoria de exudados.

2.1.5 CAMBIOS EN LA TENSION ARTERIAL Y PARAMETROS ANALITICOS

En cuanto a los cambios en la tensidn arterial y parametros analiticos, en este trabajo hemos
observado un descenso estadisticamente significativo en el colesterol total, triglicéridos y proteinuria
después del afio de tratamiento con Somatulina. Por otro lado, aunque sin alcanzar la significancia

estadistica hemos observado también una tendencia a la disminucion en la tension arterial diastélica.

Los niveles de lipidos séricos se han relacionado en multiples trabajos con la severidad de la RD, el
EMD y en concreto con la presencia de exudados duros retinianos (Chew et al., 1996; B. E. Klein et al.,
1991). Se han publicado casos clinicos en los que se ha observado la regresién de los exudados al
disminuir los lipidos séricos (Cusick et al., 2003) y ello ha llevado también a que se haya propuesto el
tratamiento adyuvante con hipolipemiantes como la atorvastatina para reducirlos (Gupta et al., 2004).
Recientemente Sasaki M y colaboradores han estudiado el tamario y localizacidn de los exudados duros
y su asociacién con los lipidos en sangre (Sasaki et al., 2013). Los niveles de colesterol se asociaban con
el tamafio del area de exudados: por cada aumento de 1 mM/L en colesterol total el drea de exudados

aumentaba 0,097 mm? y para el mismo aumento de LDL-colesterol 0,105 mm?2. Ademas, cada aumento
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en 1 mM/L de triglicéridos multiplicaba el riesgo por 2,1 de tener exudados duros en la zona central de
la macula (P= 0,023). Por otro lado la presencia de proteinuria (Roy y Klein, 2001) y la tensidn arterial
diastdlica elevada (Klein BE et al., 1991) se han asociado de forma independiente con la severidad de los

exudados retinianos duros.

La disminucion por tanto de estos parametros con la Somatulina en este trabajo, podria explicar la
reabsorcién de los exudados duros en el paciente presentado previamente, pudiendo ser un buen
tratamiento para los EM con presencia de exudados retinianos que son mas dificiles de tratar dando

lugar a mayores pérdidas de vision.

Por otro lado, aunque sin resultados estadisticamente significativos hemos observado una
tendencia al aumento de la hemoglobina glicosilada con el tratamiento, sin encontrar cambios
significativos o tendencias en la glucemia basal. La Somatulina como otros andlogos de la SST inhibe la
secrecion de insulina y glucagén, pudiendo ser responsable de los cambios en el control glucémico de
estos pacientes. Otros trabajos en pacientes con acromegalia tratados con Somatulina no han
encontrado aumento de la hemoglobina glicosilada con la medicacidn (Giustina et al., 2009; Yetkin et al.,
2007). Sin embargo, seria importante monitorizar los niveles de glucosa en sangre de forma mas estricta

cuando se inicie el tratamiento y ajustar los antidiabéticos orales o insulina si fuera necesario.

2.1.6  ANALISIS DE LOS EFECTOS ADVERSOS Y ABANDONOS

Aunque actualmente la Somatulina no esta aprobada para el tratamiento de la RD y se ha usado
como tratamiento compasivo, existe abundante experiencia clinica con ella al formar parte del
tratamiento de la acromegalia desde hace afios. Los estudios en el contexto de la acromegalia han
descrito una buena tolerancia de la medicacién siendo los efectos adversos mas frecuentes sintomas
gastrointestinales y molestias, eritema o induracion en la zona de la inyeccidon. La mayoria de estos

efectos adversos son ademads leves o moderados y transitorios (Burness et al., 2014; Fleseriu, 2011).

En este trabajo hemos podido observar la misma tendencia en nuestros pacientes. Los efectos
adversos mas frecuentes fueron la diarrea y meteorismo, presentes en el 76,92% y 69,23%
respectivamente el primer mes de tratamiento. De los cinco pacientes que abandonaron el estudio, dos
de ellos lo hicieron por los efectos adversos gastrointestinales. Los efectos adversos locales en la zona
de la inyeccion fueron mucho menores, presentandose sélo en cuatro de los trece pacientes (30,77%)
en alguno de los tres primeros meses, siendo la induracidn en la zona de la inyeccidn el mds habitual. A
partir de la segunda dosis de Somatulina los efectos adversos locales y sistémicos fueron disminuyendo
de forma progresiva. A partir del sexto mes no se volvid a registrar ningin efecto adverso local, ocho
pacientes (61,54%) a los seis meses y diez de los trece pacientes (76,92%) a los doce meses no tenia
ningun efecto adverso sistémico. Por lo tanto podemos decir que en este estudio la Somatulina se
mostro segura, sin existir ningun efecto adverso grave y fue generalmente bien tolerada por la mayoria

de los pacientes.
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Tres pacientes de los 18 inicialmente incluidos abandonaron el estudio debido a otras patologias
sistémicas concomitantes: una fractura de miembro inferior, una pericarditis y una intervencion de
bypass cardiaco. Estudios han mostrado que los diabéticos presentan un riesgo entre 2 y 4 veces mayor
de enfermedad cardiaca o infartos (Do et al., 2012; Gregg et al., 2007), por lo que los dos ultimos
eventos cardiovasculares podrian atribuirse a la condicion médica y comorbilidades cardiovasculares de

los pacientes diabéticos.

2.1.7  POSIBLES APLICACIONES CLINICAS DENTRO DEL MARCO ACTUAL DE TRATAMIENTO

Durante el transcurso de esta tesis la introduccion de los anti-VEGF y los dispositivos de liberacidén
prolongada de corticoides en los protocolos de tratamiento de la RD y EMD han reducido
considerablemente el nimero de EM refractarios. Ademas, los ultimos resultados publicados con
aflibercept recientemente son muy prometedores (Korobelnik et al., 2014). La Somatulina podria
aplicarse en los pocos pacientes no respondedores a laser, anti-VEGF o corticoides, pero ademas podria
suponer una buena alternativa a los dispositivos de liberacién prolongada de corticoides en pacientes

faquicos o pacientes con glaucoma, evitando los efectos adversos oculares de los corticoides.

EDEMA MACULAR DIABETICO

Control metabadlico y de los factores de riesgo

Sin traccion | ‘ - » | Con traccién

Cirugia vitreorretiniana *
Anti-VEGF/corticoides

Leve-moderada Moderada-severa

No afectacion central | Afectacion central

Fracaso tto

| >20/30 ‘

74

<_>| Anti-VEGF t Laser |

<20/300 > 400 pm |

Fracaso tto .
Dosis de carga (x3)
+ Fracaso tto Pseudofaquicos Faquicos/HTO
Inyecciones Corticoides Somatulina
mensuales hasta K ?
estabilizacion Fracaso tto

Figura 73. Esquema que resume las guias de tratamiento actuales del EMD junto a las posibles futuras

indicaciones de la Somatulina.
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3 LIMITACIONES DEL TRABAJO

3.1 LIMITACIONES DEL ESTUDIO EXPERIMENTAL

El estudio experimental tiene limitaciones derivadas del nimero de marcadores estudiados. Para
entender mejor el efecto de la S sobre |la apoptosis celular y el estrés oxidativo seria necesario estudiar
otros marcadores de apoptosis y estrés oxidativo ademas de la caspasa-3 y JNK. Nuestro trabajo
proporciona sin embargo resultados preliminares que podrian servir para generar una hipdtesis de

trabajo para futuros estudios con mas marcadores.

3.2 LIMITACIONES DEL ESTUDIO CLINICO

Las principales limitaciones del estudio incluyen sobretodo el pequefio tamafio de la muestra y la
ausencia de grupo control. Por lo tanto, aunque el estudio apunta a unos buenos resultados visuales y
anatomicos con Somatulina, habria que realizar un estudio de mayor escala, con un grupo control,
aleatorizado y con un mayor tiempo de seguimiento para valorar con un mayor nivel de evidencia el

efecto de la Somatulina sobre el EM refractario.

4 FUTURAS LINEAS DE TRABAJO

Segun los hallazgos de nuestro trabajo y lo publicado en la literatura cientifica, los andlogos de la
SST podrian utilizarse tanto en fases mas avanzadas de la RD para tratar el EMD y RDP, como en los
estadios iniciales o preclinicos para prevenir el proceso neurodegenerativo. De forma preventiva la
administracion sistémica de analogos de SST, utilizada en la mayoria de los estudios no seria una buena
opcién dados los efectos secundarios. Ademas la BHR podria ser un factor limitante de la administracion
sistémica de fadrmacos que tengan como diana la retina. Por ello deberian evaluarse otras vias de
administracion como tépica o intravitrea que fueran mas cémodas para el paciente o disminuyeran los
efectos secundarios sistémicos. Actualmente se estd llevando a cabo un ensayo clinico randomizado
controlado de fase IlI-1ll (EUROCONDOR-278040) dentro de un proyecto europeo del programa marco,
para evaluar la eficacia de la SST tdpica para prevenir o detener la progresion de la RD

(http://ec.europa.eu/research/health/medical-research/diabetes-and-

obesity/projects/eurocondor_en.html).

Por otro lado, en cuanto al tratamiento del EMD, futuros estudios podrian analizar si se consiguen
los mismos resultados con diferentes dosis e intervalos de tratamiento para intentar disminuir el
numero de inyecciones o minimizar los efectos adversos. Del mismo modo podrian estudiarse otras vias
de administracion asi como su efecto sobre el EMD. Por ultimo, seria interesante aplicar modelos de

analisis que contemplen la posible interrelacion entre los ojos de un mismo paciente con el tratamiento.
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El tratamiento con somatulina de cultivos celulares diabéticos de células ARPE-19 reduce de
forma significativa la expresion del VEGF de 94,14 + 6,10 a 80,59 + 2,98, explicando uno de los

mecanismos antiangiogénicos de los andlogos de la somatulina.

El tratamiento con somatulina de cultivos celulares diabéticos de células ARPE-19 disminuye de
forma significativa la expresién de caspasa- 3 reduciéndose de 77,15 + 12,48 a 47,39
11,91.Por lo que podemos afirmar que la somatulina ejerce un papel protector frente a la

apoptosis de las células ARPE-19 diabéticas, mediada por la via de la caspasa-3.

El tratamiento con somatulina de cultivos celulares diabéticos de células ARPE-19 disminuye de
forma significativa la expresion del JNK reduciéndose de 55,49 + 4,81 a 35,76 + 6,17, por lo
que podemos afirmar que la apoptosis celular causada por estrés oxidativo medida a través de

la via de JNK, disminuye de forma significativa con la administracion de S.

Al correlacionar los niveles de los diferentes marcadores estudiados en los cultivos diabéticos y
controles se observé una relacién directa significativa entre la reduccidn de los niveles de JNK'y
la reduccion de los niveles de VEGF (r=0,590), por lo que la disminucién de VEGF por la S podria
explicarse por el descenso de JNK. También se encontraron relaciones positivas significativas

entre los niveles de VEGF y caspasa-3 (r=0,558) y entre caspasa-3 y JNK (r=0,544).

El tratamiento con S en pacientes con EMD persistente se considera efectivo en cuanto a
resultados visuales y anatdmicos, siendo significativas la ganancia en AV y reduccion del
espesor macular, volumen macular y volumen foveal a los doce meses de tratamiento. La S no
ha producido cambios significativos en el ERG aunque hay una tendencia a la mejoria de los

anillos centrales.

El tratamiento con S ha producido una reduccion significativa del colesterol total, triglicéridos y

proteinuria.

La percepcién global del paciente respecto a su funcién visual no ha cambiado de forma

significativa tras el tratamiento, pero si que lo ha hecho para determinadas tareas.
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INTRODUCCION

1 RETINOPATIA DIABETICA

Figura 1. Representacion grafica de los diferentes cambios implicados en la fisiopatologia de la RD. PKC:
Protein quinasa C; BHR: Barrera hematorretiniana.

Figura 2. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP leve, en la que Unicamente se observan
microaneurismas (flecha).

Figura 3. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP moderada, con exudados duros, un exudado
algodonoso y una hemorragia retiniana.

Figura 4. Fotografia y angiografia de un caso de RDNP severa con numerosas hemorragias
intrarretinianas e importantes areas de isquemia en la angiografia.

Figura 5. Fotografia y angiografia de un caso de RDP con neovasos en la papila (flecha) y abundantes
dreas de isquemia en retina periférica.

Figura 6. Fotografia e imagenes de la OCT de Cirrus mostrando un EMCS con engrosamiento retiniano y
exudados duros dentro de las 500 um del centro de la macula. DD: Didmetro de disco.

Figura 7. Imagenes fundoscépicas y angiograficas de los diferentes tipos de EM segln la AGF. A) EM
focal; B) EM multifocal; C) EM difuso de tipo quistico.

Figura 8. Imagenes de OCT que muestran diferentes tipos de EMD: A) EM espongiforme; B) EM quistico;
C) EM con desprendimiento de neuroepitelio; D) EM con traccidn anteroposterior.

Figura 9. Fotografias retinianas de campo amplio que muestran dos casos de RDP con abundantes
neovasos (izquierda) y proliferaciones fibrovasculares desencadenandeo un desprendimiento de retina
traccional.

Figura 10. Fotografia retiniana, angiografia y autofluorescencia que muestran las cicatrices de una PFCy

fotocoagulacién en rejilla con laser PASCAL.

2 ESTRES OXIDATIVO Y APOPTOSIS

Figura 11. La situacidon de predominio de sustancias pro-oxidantes sobre las antioxidantes se denomina
estrés oxidativo.
Figura 12. Esquema de la interrelacidén entre RD, estrés oxidativo y apoptosis. Adaptada de Kowluru R,

Experimental Diabetes Research 2007.

3 SOMATOSTATINA

Figura 13. Esquema que representa las interacciones del eje hipotdlamo-hipofisario-GH. SST:
Somatostatina, GHRH: Hormona liberadora de la hormona del crecimiento, GH: Hormona del
crecimiento, IGF-1: Factor de crecimiento similar a la insulina 1.

Figura 14. Composicion de la SST y los analogos comercializados. Adaptadp de Catala M, 2005.

Figura 15. Esquema resumen de los mecanismos de accidn de la SST.
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MATERIAL Y METODOS

1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

Figura 16. Método de contaje celular empleando la cdmara de Neubauer.

Figura 17. Esquema que representa los cuatro grupos de cultivos celulares establecidos en el estudio.
Figura 18. Esquema de las diferentes fases que constituyeron el presente ensayo, para el grupo de
células tratadas con glucosa y somatulina.

Figura 19. Esquema que representa la técnica de inmunoperoxidasa. La enzima se acopla al Ac

secundario que se une al complejo antigeno-Ac primario.
2 ESTUDIO CLINICO

Figura 20. Imagen de las diferentes presentaciones de Somatulina Autogel® comercializadas por IPSEN

PHARMA.

RESULTADOS

1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

Figura 21. Inmunohistoquimica frente al marcador de angiogénesis VEGF. Las dos figuras superiores
representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las dos figuras inferiores, los
tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrén indican positividad para el VEGF.
C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con somatulina,
D+S=Diabéticos tratados con somatulina.

Figura 22. Gréfica donde se representa la expresidon del marcador de angiogénesis VEGF en cada uno de
los grupos. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con somatulina,
D+S=Diabéticos tratados con somatulina. *p<0,05.

Figura 23. Inmunohistoquimica que muestra la expresion del marcador de apoptosis caspasa-3. Las dos
figuras superiores representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las dos
figuras inferiores, los tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrén indican
positividad para la caspasa-3. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles
tratados con somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.

Figura 24. Gréfica donde se representa la expresién del marcador de apoptosis caspasa-3 en cada uno
de los grupos. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con
somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina. *p<0,05.

Figura 25. Inmunohistoquimica que muestra la expresién del marcador de estrés oxidativo JNK. Las dos
figuras superiores representan los tejidos controles y diabéticos no tratados con somatulina. Las dos
figuras inferiores, los tejidos tratados con somatulina. Las células tefiidas de color marrdén indican
positividad para la JNK. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con

somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina.
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Figura 26. Grafica donde se representa la expresién del marcador de estrés oxidativo JNK en cada uno
de los grupos. C=Controles no tratados, D=Diabéticos no tratados, C+S=Controles tratados con
somatulina, D+S=Diabéticos tratados con somatulina. *p<0,05.

Figura 27. Grafico de dispersion donde se observa la correlacion directa encontrada entre el VEGF y la
caspasa-3, con un p valor de 0,025.

Figura 28. Grafico de dispersion donde se observa la correlacion directa encontrada entre el VEGF y la
JNK, con un p valor de 0,016.

Figura 29. Grafico de dispersion donde se observa la correlacidn directa encontrada entre la caspasa-3 y

JNK, con un p valor de 0,029.

2 ESTUDIO CLINICO

Figura 30. Grafico que representa el tipo de tratamiento recibido para la DM en la visita basal. ADO:
Antidiabéticos orales.

Figura 31. Grafico que representa el grado de RD en la visita basal. RDNP MOD: Retinopatia diabética no
proliferativa moderada; RDNP SEV: Retinopatia diabética no proliferativa severa; RDP: Retinopatia
diabética proliferativa.

Figura 32. Grafico que representa la distribucién de los espesores medios del edema macular en la visita
basal.

Figura 33. Representacidn grafica de la evolucion de la AV media en niumero de letras leidas a 4 metros.
Figura 34. Representacién grafica de la comparativa en el nimero de letras medio leidas a 4 metros en
la primera visita y la Ultima, tras 12 meses de tratamiento. *p<0,05.

Figura 35. Representacidn grafica de la variacion en el nimero de letras leidas a 4 metros entre la
primera y ultima visita por intervalos.

Figura 36. Representacidn grafica de la evolucidn del grosor macular central medio medido mediante
Cirrus-OCT.

Figura 37. Representacion grafica de la evoluciéon del grosor foveal medio medido mediante Stratus-OCT.
Figura38. Representacion grafica del cambio en el grosor macular central medio y grosor foveal entre la
primer (TO) a y la ultima visita (T1). *p<0,05.

Figura 39. Representacion grafica por intervalos de la variacion en el grosor foveal medido por Cirrus-
OCT entre la primera y ultima visita.

Figura 40. Representacion grafica por intervalos de la variacion en el grosor foveal medido por Stratus-
OCT entre la primera y ultima visita.

Figura 41. Representacion grafica de la evolucidn del volumen macular medio medido mediante Cirrus-
OCT y Stratus-OCT.

Figura 42. Representacion grafica del cambio en el volumen macular medio entre la primera (T0) y la
ultima visita (T1). *p<0,05.

Figura 43. Representacion grafica de la evolucion del volumen foveal medio medido mediante Stratus-

OCT.
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Figura 44. Representacion grafica del cambio en el volumen foveal medio entre la primera (TO) vy la
Gltima visita (T1). *p<0,05.

Figura 45. Representacion grafica de la comparativa de la latencia de respuesta media entre la visita
basal y después de 12 meses de tratamiento con Somatulina.

Figura 46. Representacion grafica de la comparativa de la amplitud de respuesta media entre la visita
basal y después de 12 meses de tratamiento con Somatulina.

Figura 47. Representacion grafica de la comparativa de la amplitud media de cada uno de los anillos
concéntricos del ERG multifocal entre la visita basal y después de 12 meses de tratamiento con
Somatulina.

Figura 48. Representacion grafica de los cambios en el colesterol total y triglicéridos medios entre la
primera (TO) y la ultima visita (T1). *p<0,05.

Figura 49. Representacion grafica de los cambios en la proteinuria media entre la primera (T0) y la
Gltima visita (T1). *p<0,05.

Figura 50. Representacion grafica de los cambios en la puntuaciéon global del cuestionario especifico de
funcioén visual VF-14 entre la primera (T0) y ultima visita (T1).

Figura 51. Representacién grafica de las respuestas para el item 1 del cuestionario especifico de funcion
visual VF-14.

Figura 52. Representacion grafica de las respuestas para el item 2 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 53. Representacion grafica de las respuestas para el item 3 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 54. Representacion grafica de las respuestas para el item 4del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 55. Representacion grafica de las respuestas para el item 5 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 56. Representacion grafica de las respuestas para el item 6 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 57. Representacion grafica de las respuestas para el item 7 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 58. Representacién grafica de las respuestas para el item 8 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 59. Representacioén grafica de las respuestas para el item 9 del cuestionario especifico de funcién
visual VF-14.

Figura 60. Representacion grafica de las respuestas para el item 10 del cuestionario especifico de
funcidn visual VF-14.

Figura 61. Representacion grafica de las respuestas para el item 11 del cuestionario especifico de

funcion visual VF-14.
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Figura 62. Representacion grafica de las respuestas para el item 12 del cuestionario especifico de
funcidn visual VF-14.

Figura 63. Representacion grafica de las respuestas para el item 13 del cuestionario especifico de
funcion visual VF-14.

Figura 64. Representacidon grafica de las respuestas para el item 14 del cuestionario especifico de
funcidn visual VF-14.

Figura 65. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaban efectos adversos locales
en cada una de las visitas del estudio.

Figura 66. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaron algun efecto adverso
local durante el seguimiento.

Figura 67. Representacion grafica del porcentaje de pacientes que presentaban efectos adversos

sistémicos en cada una de las visitas del estudio.

DISCUSION

1 ESTUDIO EXPERIMENTAL

Figura 68. Representacion de los mecanismos de accion de los analogos de la SST descritos previamente
por otros autores junto los nuevos mecanismos que aportamos en este trabajo (5y 6).

Figura 69. Representacién de la relacion entre los diferentes marcadores estudiados en este trabajo. La
disminucion de la JNK implica una menor apoptosis celular y una disminucién en la expresion del VEGF

en el EPR. La administracion de somatulina produce una disminucién en los tres marcadores.
2 ESTUDIO CLINICO

Figura 70. Esquema que resume las guias de tratamiento actuales del EMD.

Figura 71. (A-B) Imagenes de OCT Cirrus en la primera visita antes de iniciar el tratamiento con 670 um
de espesor central en el ojo derecho (A) y 887 um en el izquierdo (B). (C-D) Oct de ambos ojos después
de 12 meses de tratamiento, pudiendo observarse una reduccion significativa en el EM alcanzando 316
um en el ojo derecho (C) y 251 um en el izquierdo.

Figura 72. (A-B) Fotografias retinianas antes de iniciar el tratamiento con Somatulina, observandose
importantes exudados retinianos en ambos ojos. (C-D) Imagenes retinianas después del tratamiento,
donde puede verse como se han reabsorbido la mayoria de exudados.

Figura 73. Esquema que resume las guias de tratamiento actuales del EMD junto a las posibles futuras

indicaciones de la Somatulina.
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Anexo con el consentimiento informado utilizado en el estudio clinico y los cuestionarios utilizados

para el registro de los datos.
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46015 Valencia Telf.-96 23 28 100 Fax 96 23 28 102

C.LF. G-96.818.877 Bifurcacién Pio Baroja- General Avilés, s/n
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FUNDACION
OFTALMOLOGICA
DEL MEDITERRANED

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL TRATAMIENTO DE
ANALOGOS DE LA SOMATOSTATINA EN EL EDEMA MACULAR DIABETICO

Antes de iniciar tratamiento con Somatulina Autogel ® es necesario que lea atentamente
esta informacién

Objeto del tratamiento:

El edema macular diabético es una patologia ocular derivada de la Diabetes Mellitus. El tratamiento
con Somatulina Autogel® para tal patologia es de uso compasivo y se pretende con él mejorar su
estado clinico disminuyendo el edema macular y estabilizando o mejorando la agudeza visual.

Para controlar la evolucion y los resultados del tratamiento se realizard un seguimiento exhaustivo de
su caso realizando revisiones periddicas.

Procedimientos

Si consiente en participar en el tratamiento se le realizaran pruebas diagndsticas para asegurar que
puede beneficiarse de éste y también otras de seguimiento; entre las que se incluyen (siempre que
segln la opinién del médico responsable de su seguimiento sea conveniente): bioquimica sanguinea
periédica, electrorretinograma, medicibn de edema macular mediante tomografia ocular
computerizada, ecografia biliar, angiofluoresceingrafia macular, exploracion funduscépica y agudeza
visual mediante la escala ETDRS entre otras.

La duracion del tratamiento dependera de la opinion facultativa de su médico responsable.

Destino de las muestras

La muestra de sangre que se le extraiga sera utilizada solamente para cumplir con los objetivos
sefialados en el estudio. Quedard almacenada en la FOM y destruida (seglin la normativa legal) una
vez acabado el estudio.

Beneficios econémicos:

Por tratarse de la determinacién de los resultados de un tratamiento médico, al firmar este documento
“no espero, beneficio econdmico actual ni futuro como consecuencia de mi tratamiento. El
sometimiento a evaluacion se realiza sin animo de lucro”.

Riesgos:

Debe ser consciente de que no existen garantias absolutas de que el resultado del procedimiento sea
el mas satisfactorio. También entiende los riesgos derivados del tratamiento especifico.

Los relacionados con las pruebas diagnosticas (para las que se realizara un consentimiento informado
adecuado siempre que éstas lo requieran).

La experiencia previa en pacientes tratados con Somatulina Autogel® muestra que las reacciones
adversas sistémicas al farmaco son similares a las registradas con otros andlogos de la somatostatina:
sintomas abdominales (diarrea, dolor abdominal, gases, deposiciones claras, nauseas y vomitos),
cansancio o pérdida de apetito. Es posible también la formacién de barro biliar y de piedras en la
vesicula.

Al igual que con otras inyecciones puede notarse dolor localizado, picor o enrojecimiento en la zona.
En ocasiones, tras la inyeccién, Somatulina Autogel® puede palparse bajo la piel en forma de
induracién. :

Si Ud. es diabético, debe saber que Somatulina Autogel® podria modificar las cifras de azlcar
(glucemia) por lo que su médico controlara estos niveles de una forma mas exhaustiva. Si necesita
insulina para el control de su diabetes, inicialmente su endocrino podria reducir la dosis para,
posteriormente, irla ajustando en funcién de los niveles de glucemia que vaya presentando.

Si Ud. acepta recibir este tratamiento, debe conocer que para ello requerira que visite el centro
hospitalario con mayor frecuencia, ya que debera acudir al mismo cada 4 semanas
(aproximadamente) para que le sea administrada la medicacion y con carécter periédico se le hara
una reevaluacién completa de su enfermedad.

Suspensién del tratamiento

Si mientras dura el procedimiento terapéutico con Somatulina Autogel® precisara ser tratado con
Ciclosporina u otro farmaco que pudiera afectar al efecto de lanreétida, debe informar inmediatamente
al oftalmdlogo responsable de su seguimiento y puede que deba abandonar el tratamiento por orden
facultativa.

Si es Ud. una mujer con riesgo de quedar embarazada, debera tomar medidas anticonceptivas
apropiadas. Si tiene alguna duda debe consultar con su médico. Se le realizara una prueba de
embarazo antes del inicio del tratamiento. Si quedase embarazada a lo largo del mismo deberia
abandonar la medicacion Somatulina Autogel®. Si Ud. presentase alguna reacciéon adversa y su
médico asi lo considerase, debera finalizar el tratamiento.

Debera informar a su médico responsable de cualquier reaccién adversa que relacione con la
medicacion asi como de cualquier enfermedad que padezca a lo largo del proceso terapéutico.
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FUNDACION

OFTALMOLOGICA
DEL MEDITERRANED

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL TRATAMIENTO DE
ANALOGOS DE LA SOMATOSTATINA EN EL EDEMA MACULAR DIABETICO

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida serd considerada confidencial y serd usada sdélo a efectos de
investigacidn sobre el edema macular diabético. Los datos obtenidos seran tratados seglin la Ley de
proteccion de datos vigente (LO 15/99, de 13 de Diciembre de Proteccidon de Datos de Caracter
Personal).

El acceso a su informacion personal quedara restringido a los médicos y colaboradores de los que
depende su tratamiento, quienes estaran sometidos al deber de secreto inherente a su profesidn,
cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos, pero siempre manteniendo la
confidencialidad de los mismos.

Preguntas

) T T P TS UU SO PUP P POP , responsable
(ayudante) de la investigacion en este Centro ha discutido esta informaciéon conmigo y se ha ofrecido
a responder a mis preguntas.

Debe Ud, SADEN QUE &1 . ottt se st ns et aa s ns e e e s es s e e e e e st e Re e s e ea e e e abenad e e e e e R e bR e RS e R R E R b e e e e bt
del Servicio de Oftalmologia de la Fundacidén Oftalmolégica del Mediterrdneo es el médico encargado del
seguimiento del tratamiento

En caso de necesidad o urgencia, puede contactar con él a través del teléfono 962328100.

Derecho a rehusar

Su participacion en este tratamiento y seguimiento de su evolucion es totalmente voluntaria y es libre
de tomar parte o no sin afectar ni poner en peligro su atencion médica futura. Podra abandonar el
tratamiento cuando lo desee, aunque se aconseja que lo comunique a su médico en aras del correcto
control de su estado de salud. También podra rectificar y cancelar sus datos si lo deseara.

Consentimiento

“Consiento en participar en este procedimiento terapéutico sujeto a evaluacion. He recibido una copia
de este impreso y he tenido oportunidad de leerla”.

Al firmar la hoja de consentimiento se compromete a cumplir con los procedimientos del estudio que
se le han expuesto.

Debe ser consciente que sélo debera firmarlo si:

— Ha leido esta hoja de informacidn.

Ha podido hacer preguntas sobre el tratamiento.

- Comprenda que su participacion es voluntaria y que puede suspender el tratamiento.

— Preste su libre conformidad para recibir el tratamiento.

D/Dfia:
DNI: Fecha:
Firma del paciente Firma del médico
Revocacion
A i T o - TSSOSO ST U RUPT ORI con DNI:
1600 3 [o TSP RTRPR revoco el consentimiento
prestado en la fecha: ........cccocciciiniiciienniiins , Y no deseo proseguir en el estudio referido

anteriormente, dandolo por finalizado en la fecha: ...

Firma del paciente Firma del médico
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CUESTIONARIO 1B

FECHA (dd/mm/aaaa):

ID#:

/

EXPLORACION FUNDUSCOPICA

oD

Ol

RETINOPATIA DIABETICA (RD):

0. No aparente retinopatia.

1 RD no proliferativa grado LEVE.

2. RD no proliferativa grado MODERADO.
3. RD no proliferante grado SEVERO.

4 RD proliferante

EDEMA MACULAR:
0. No edema macular.
1. Presencia de edema macular.

ANGIOFLUORESCEINGRAFIA MACULAR (AFG)

TRATAMIENTOS PREVIOS:
Ninguno.
Panretinofotocoagulacion.
Fotocoagulacion macular.
Corticoides intraoculares.
Anti-VEGF.

Vitrectomia posterior.

OTRA PATOLOGIA OCULAR:
No.

Alteracion corneal
Opacidad de cristalino.
DMAE.

Miopia magna.

OTRA (especificar):

Gk = O

FReIV]




CUESTIONARIO 1C

FECHA (dd/mm/aaaa): /

ID#:

Fila Chart 1 N° correcto Chart 2 N° correcto

a4 METROS letras (OD) a4 METROS letras (O1)
1 NCKZO DSRKN
2 RHSDK CKZOH
3 DOVHR ONRKD
4 CZRHS KZvDC
5 ONHRC VSHZO
6 DKSNV HDKCR
7 ZSOKN CSRHN
8 CKDNR SVZDK
9 SRZKD NCvOz
10 HZovVC RHSDYV
11 NVDOK SNROH
12 VHCNO ODHKR
13 SVHCZ ZKCSN
14 OZDVK CRHDV

TOTAL TOTAL

Fila Chart 1 N° correcto Chart 2 N° correcto

a1 METRO letras (OD) a1 METRO letras (Ol)
1 NCKZO DSRKN
2 RHSDK CKZOH
3 DOVHR ONRKD
4 CZRHS KZvVvDC
5 ONHRC VSHZO
6 DKSNYV HDKCR

TOTAL TOTAL
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