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1. LA DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD
(DMAE)

Introduccién.

La Degeneraciéon Macular Asociada a la Edad (DMAE) es una
enfermedad producida por la progresiva degeneracién del complejo
fotorreceptor-epitelio pigmentario de la retina (EPR)-membrana de Bruch-
coroides, que afecta al area macular en personas mayores de 60 afios, causando
una progresiva pérdida de vision central.! Esto supone una grave y permanente
discapacidad visual, con un importante impacto en la calidad de vida y en la

independencia funcional de los pacientes (figural).2
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Figura 1. Complejo macular en la Degeneracién macular asociada a la edad avanzada neovascular.Chen M, Xu H.
Parainflammation, chronic inflammation, and age-related macular degeneration. J Leukoc Biol. 2015 Nov;98(5):713-25. En retina
normal (B), DMAE precoz o seca (C,D) y avanzada o neovascular (E). B: La monocapa del EPR junto con la membrana de Bruch
forman la barrera hematoretiniana externa (BHRext) que separa la retina neuroretina de la coroides. El oxigeno y los nutrientes
son trasportados desde la coroides a la retina externa mientras que los productos metabélicos de desecho son transportados
desde la BHRext hacia la coroides. C: Los estadios iniciales de la DMAE se caracterizan por la presencia de drusas en el espacio
subretiniano. D: el constante acumulo de material de desecho junto con el empeoramiento de la funcionalidad del EPR, produce
dafios en la BHR externa. E. Neovascularizacién desde los vasos de la coroides hacia el espacio subEPR y que puede llegar a
penetrar a retina interna en el area macular y establecer anastomosis retina-coroides.
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Supone el 8,7% de todas las cegueras en el mundo y la causa mas
frecuente de pérdida visual grave en los paises desarrollados en personas
mayores de 60 afios. Se estima que su prevalencia sufrird un incremento
considerable, pasando de 196 millones en 2020 a 288 millones de personas
afectadas en todo el mundo en 2040, como consecuencia del envejecimiento
exponencial que esta sufriendo la pobIacic’>n.3

La introduccidn en la practica clinica diaria de la terapia anti-VEGF ha
logrado reducir la incapacidad visual y la ceguera Iegal.4 Se han probado
multiples regimenes de tratamiento (“mensual”, “bimestral”, “cuatrimestral”,
“Pro re nata” o “treat and extend”) en busca de un equilibrio entre el coste, la
duracion, la eficacia y la estandarizacién del mismo, y asi encontrar la manera
de utilizar esta terapia de la forma mas eficiente posible.

Sin embargo, a pesar de su incuestionable eficacia demostrada, pues
ha supuesto una revolucidn en el tratamiento y prondstico de esta enfermedad,
existe una importante heterogeneidad interindividual en el curso y respuesta
al tratamiento, no siendo facil determinar cémo va a ser la evolucion particular
de cada paciente.5

Se sabe que la edad es el principal factor de riesgo; no obstante, existen
muchos otros factores, tanto genéticos como ambientales, que influyen no sélo
en la susceptibilidad individual a padecer la enfermedad, sino también en la
evolucion y en la respuesta al tratamiento. Si pudiéramos identificar
determinados factores que nos predijeran como va ser la respuesta al
tratamiento de los pacientes, podriamos adaptarlo a las caracteristicas de la

enfermedad y ofrecer un tratamiento mas personalizado.



Se considera la principal causa de ceguera en paises desarrollados en
personas mayores de 60 afios, variando las tasas de incidencia segun las
diferentes regiones y poblaciones.s_8

Segln un reciente metanalisis sobre la prevalencia global de ésta
enfermedad, las tasas globales de DMAE en cualquier estadio son del 8,69%:
considerando un 8,01% en DMAE precoz y un 0,37% en DMAE avanzada.®

Diferentes estudios han sugerido una fuerte influencia de la raza,
siendo mas frecuente en la caucdsica. Asi, cualquier estadio de DMAE muestra
mayor prevalencia en europeos que en asiaticos (12,3% frente a 7,4%) y mayor
prevalencia de DMAE en todos los estadios, precoz y avanzada en europeos que
en africanos (12,3% frente a 7,5%; 11,2% frente a 7,1% y 0.5% frente a 0,3%,
respectivamente). También es mas frecuente la DMAE avanzada con atrofia
geografica en europeos (1,11 %) que en africanos (0,14%) o asiaticos (0,21%).
Sin embargo, parece que no hay diferencias entre poblaciones en la prevalencia
de DMAE avanzada exudativa.®

El grupo de Estudio de Epidemiologia Ocular Espaﬁol9 llevé a cabo en
2011 un estudio para conocer la prevalencia de la DMAE en Espafa.
Encontraron que la DMAE precoz o intermedia afectaba al 10,3% de los
individuos mayores de 65 afios, la DMAE avanzada con atrofia geogrdfica se
cifraba en el 1,5% y la de la neovascular en el 1,9%. Asi pues, la de la DMAE
avanzada (atrofia geografica o neovascular) era del 3,4% en personas mayores
de 65 afios, y aumentaba hasta el 8,5% en mayores de 80 afios, remarcando asi
la importancia del factor edad en esta enfermedad. Afirmando que la DMAE
debe considerarse un problema de salud publica en Espafia, por el incremento
de la esperanza de vida que supondra un estimado crecimiento de la

. 10
prevalencia de esta enfermedad.
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Clinica, clasificacién y diagndstico en DMAE.

La DMAE precoz o intermedia puede ser asintomatica o debutar con
sintomas como dificultad para la lectura, leve distorsion central en las tareas de
cerca, ver la televisiéon o conducir, dificultad de visién en condiciones de baja
luminancia o alteracidn de la sensibilidad al color y contraste.

En la DMAE avanzada los pacientes aquejan pérdida de visidn central
de forma rapida, escotomas, metamorfopsia (semanas o meses) cuando se
trata de la forma neovascular; o mas lentamente (meses o afios) cuando
evoluciona hacia la atrofia geografica.’

En 2013 se propuso la unificacién de la clasificacion y terminologia de
la DMAE hasta entonces no consensuada y que dificultaba la comparabilidad de
los estudios asi como la elaboracidn de guias de practica clinica. Esta nueva
clasificacion, permite unificar la terminologia, la definicidn, la escala de

gravedad y los tipos de DMAE (figura2).

Cambios clinicos de la | Pequefas drusas < 63um y sin anormalidades en el pigmento.
edad
DMAE precoz Drusas tamafio medio > 63um y < 125um, sin anormalidades en el pigmento.
DMAE intermedia Drusas grandes 2125um o alteraciones en e pigmento.
DMAE tardia DMAE neovascular o atrofia geogréfica.
0 No hay drusas grandes (>125um) o cambios pigmentarios en cualquier ojo.
1 Drusas grandes o cambios pigmentarios en un ojo solo.
2 Drusas grandes y cambios pigmentarios en un ojo solo; o drusas grandes o cambios
pigmentarios en ambos o0jos; o DMAE neovascular o atrofia geogréfica en un ojo.
3 Drusas grandes y cambios pigmentarios en un ojo; y drusas grandes o cambios
pigmentarios en el otro ojo.
4 Drusas grandes y cambios pigmentarios en ambos ojos.

Figura 2. Escalas de clasificacion y severidad de Degeneracidén macular asociada a la edad. Tabla tomada de Ferris y cols. Clinical

classification of age-related macular degeneration. Ophthalmology 2013 Apr;120 (4):844-51.
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A

Figura 3. Imdagenes retinograficas. A: DMAE intermedia. B: DMAE avanada neovascular.

Las drusas es un de los signos mdas tempranos que aparecen en la
DMAE. Son depdsitos residuales de material extracelular de color amarillento
(lipofuscina y lipoproteinas) resultado del producto de desecho acumulado,
consecuencia de la disfuncion del EPR (encargado de la fagocitosis de los
segmentos externos de los fotorreceptores), y que se sitla en el espacio
subretiniano, entre la membrana basal de las células del EPR y la zona coldgena
interna de la membrana de Bruch.

Las alteraciones del EPR que encontramos en la DMAE son muy
diversas. Desde regiones de hiperpigmentacion o despigmentacidn,
desprendimientos del EPR (drusenoide, seroso, vascularizado) hasta ruputras
del propio epitelio como consecuencia de las fuerzas traccidon que ejerce la
formacion del complejo neovascular.

La neovascularizacién presente en fases avanzadas de la DMAE, se
caracteriza por el desarrollo o proliferacion de neovasos que migran desde la
coriocapilar (bajo del EPR) hasta la retina neurosensorial, o desde las capas
neurosensoriales de la retina creciendo en profundidad hacia la coroides en el
area macular, llegdndo a establecerse conexiones entre la vascularizacidon
retinianay coroidea.™

Este complejo vascular neoformado, se manifiesta a través de
diferentes lesiones clinicas a nivel retiniano: presencia de extravasacion de
fluido o hemorragias (intraretiniana o subretiniana) a nivel macular, lo que

supone un engrosamiento del espesor macular medido mediante tomografia
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de coherencia dptica (OCT); roturas o desprendimientos del EPR y la posterior
formacion de complejos fibrosos y/o material cicatricial a nivel macular que
provocan una pérdida significativa de vision.

La introduccién de la OCT en la practica clinica diaria ha supuesto un
gran avance para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad que
tradicionalmente se realizaba a través de los sintomas clinicos (metamorfopsia,
escotoma central, alteracidn de la sensibilidad al color, dificultad para la lectura
o disminucién de la agudeza visual) junto con al examen clinico oftalmoscépico,
el apoyo de la retinografia y la angiofrafia con fluoresceina o verde de
indocianina.

En la actualidad, gracias a la imagen multimodal que obtenemos a
través de la OCT de dominio espectral (SD-OCT) y mucho mas recientemente
con la angiografia-OCT, podemos observar con precisiéon todas estas
manifestaciones de la neovascularizacion y obtener informacién sobre el

tamano, la localizacidn y la presencia de actividad neovascular (figura 4).

Figura 4.Imégenes de SD-OCT en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

La Angiografia con fluoresceina (AGF) o verde de indocianina (AVI) tuvo
una gran importancia en el pasado para la clasificacion de las membranas

neovasculares, ya que los resultados -tanto con laser térmico como con la
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terapia fotodindmica- dependian del tipo de membrana neovascular que
presentaba el paciente. Diferenciaba membranas:

-Predominantemente clasicas: con patréon en rueda de carro con una
extensién mayor del 50% del tamafio total de la lesidn.

-Ocultas: no se evidencia el patrdn tipico en rueda de carro. Puede
apreciarse hiperfluorescencia tardia de origen desconocido o desprendimiento
fibrovascular del EPR.

-Membranas ocultas con identidad propia:

v/ RAP: Proliferacién angiomatosa retiniana, donde la angiografia
con verde de indocianina es fundamental para establecer el
diagndstico de certeza.

v' Vasculopatia polipoidea idiopatica: dilataciones vasculares
polipoideas en la coroides que se asocian a sangrados

repetidos subretinianos.

Hoy en dia, nos es util para detectar algunos tipos de membranas
neovasculares coroideas ocultas de forma complementaria a la OCT.

Basdndose en las imdgenes de OCT y en la clasificacidn histoldgica de
Gass', Freud y cols. propusieron una nueva forma de identificar y tipificar las
membranas o complejos neovasculares que aparecen en la DMAE avanzada
neovascular (figura 5). Para ello utilizan la OCT, prueba no invasiva y de facil
acceso, convertida en el gold-estandar para el andlsisi cualitativo y cuantitativo

en el diagndstico y seguimiento del tratamiento de esta enfermedad.
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CLASIFICACION DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD NEOVASCULAR

MEMBRANA NEOVASCULAR TIPO 1: el complejo neovascular se forma por debajo del EPR: entre el EPR y la membrana de
Bruch sin signos de infiltracién de la proliferacién fibr lar hacia el io subretiniano.

vssru.'-w-y-—.w-v

”
MEMBRANA NEOVASCULAR TIPO 2: aquella localizada en el espacio subretiniano, por encima de un EPR lesionado e invadido
por la proliferacién fibrovascular.
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MEMBRANA NEOVASCULAR TIPO 3: los neovasos comienzan a nivel intrarretiniano y crecen tanto horizontal como
verticalmente hasta el espacio subretiniano desde donde pueden continuar su crecimiento o atravesar el EPR y formar una
anastomosis retino-coroidea.

Figura 5. Clasificacion DMAE neovascular. Tipos de membranas neovascular y su equivalencia histolégica, OCT y Angiografia.
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La DMAE se ha descrito como una pérdida de la homeostasis ocular que
se produce con el envejecimiento, y al que se suman el declive de la funcién
mitocondrial, el estrés oxidativo, la inflamacion crénica, el desequilibrio entre
factores pro-angiogénicos y antiangiogénicos asi como determinados factores
de riesgo ambientales y genéticos.14

Las secuencia precisa de las sefales moleculares que preceden a la
neovascularizacién en la DMAE, no es claramente conocida. Sin embargo, la
llave para determinar el inmediato desarrollo y el mantenimiento de la
neovascularizacién, asi como la via final de desarrollo de la enfermedad parece
estar mediado por el factor proangiogénico VEGF.

La familia VEGF consta de 5 glicoproteinas: VEGF-A, B, C, D y factor de
crecimiento placentario. Parece que el VEGF-A es la que desencadena el papel
fundamental en la patogénesis de la DMAE exudativa. Esta glicoproteina se une
a tres receptores celulares tirosincinasa: VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3, que
presentantan actividad enzimdtica intrinseca y desencadenan una cascada
interna de reacciénes que propician la migracidn y proliferacién celular.

Se sabe que el VEGF, factor proangiogénico generado ante situaciones
de hipoxia, juega un papel fundamental y necesario como desencadenante de
la migracion vascular, asi como del aumento de la permeabilidad de las células
endoteliales de los complejos neoformados que aparecen en la DMAE avanzada
neovascular, con el objetivo de suministrar nutrientes a la retina. Ademas
encargadas de liberar determinados compuestos para degradar la membrana
basal de las células endoteliales haciendo que se extravasen leucocitos,
activando la respuesta inflamatoria y la proliferacién celular.”

Actuando frente a esta diana terapéutica, los agentes anti-VEGF
producen una rapida e importante reduccidn de todos tipos de fluidos

retinianos (intrarretiniano o subretiniano) asi como del engrosamiento
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retiniano a nivel macular medido mediante OCT, conduciendo a la reduccion de
la permeabilidad vascular, estabilizacidn de la lesidon neovascular y una mejoria

enla AV.'®

Pegaptanib
Ranibizumab
Bevacizumab™ _VEGF
“La trampa” del VEGF \ Receptor del VEGF

Cand5 4
: .

Célula productora de VEGF

wUnhibidores del
receptor tirosina

SIRNA-027  duinasa

Figura 6. Mecanismo de accién de los farmacos anti-VEGF. Imagen obtenida de Kaiser PK and cols. Antivascular Endothelial
Growth Factor Agents and Their Development: Therapeutic Implications in Ocular Diseases. Am J Ophthalmol. Elsevier; 2006
Oct;142(4):660-668.e1.

Pegaptanib (Macugen®, Pfizer Manufacturing Belgium NV), aptdmero
selectivo para VEGF-A165, fue el primer farmaco anti-VEGF aprobado en 2004
para el tratamiento de la DMAE exudativa.”’ A pesar de los modestos resultados
en el enlentecimiento de la pérdida visual en este tipo de pacientes, supuso una
revolucion en la terapia de esta enfermedad pues significaba una diana
especifica en la neovascularizacion de la DMAE, a diferencia de la terapia
fotodinamica con verteporfino o el Iaser de argdn utilizado hasta ese momento;
asi como la demostracion de la tolerancia de multiples inyecciones intravitreas
en estos pacientes y la ausencia de necesidad de la repeticidn de angiografias
con fluoresceina, pues suponia el mismo tratamiento para todos los subtipos
neovasculares. Posteriormente bevacizumab (Avastin®, Genentech, South San
Francisco, CA), anticuerpo monoclonal humanizado recombinante contra todas
las isoformas del VEGF-A y aprobado para distintas indicaciones oncoldgicas,
comenzd a utilizarse fuera de dicha indicacién en la poblacion con DMAE

. . I 18
exudativa demostrando importantes mejorias visuales.

26



Los mas utilizados hoy en dia y recomendados por las guias de practica
clinica son Ranibizumab (Lucentis®, Novartis), del que hablaremos a
continuacién, que se disefié para tener una semivida sistémica mas corta, una
mayor afinidad de unién a las isoformas del VEGF,mejor penetracion en la retina
(al tener menor peso molecular) y menor capacidad inflamatoria que
bevacizumab.” Y posteriormente Aflibercept (Eylea®, Bayer), proteina de
fusién VEGF-Trap-eye cuya fraccién variable es construida con partes de VEGF1
y 2, capaz de inhibir la fraccién VEGF-A, VEGF-B y el factor de crecimiento

placentario.
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Ranibizumab en DMAE.

Ranibizunab constituye un fragmento de anticuerpo monoclonal
recombinante humanizado (Fab) dirigido contra el VEGF-A y aprobado para el

tratamiento de la DMAE exudativa.

A\ U
A461 \ human

o
mouse IgG | IgG
ol | ><

-

Fab-12 (humanized Fab) MB1.6 (humanized Fab)
- &S
v

B Y0192

(improved phage expression)
% » - g
bevacizumab Y0243-1 , Y0238-3

>

(humanized IgG) (CDR-H1) 2 (CDR-H3)

Y0101 (for phage display)

ranibizumab (humanized Fab Y0317)

Figura 7. Sintesis de bevacizumab y ranibizumab: pasos en su sintesis.A partir del clon hibridoma de raton A.4.6.1.
Se observan las cadenas de DNA recombinante usadas para construir los genes que corresponden a la inmunoglobulina G o a los
distinitos anticuerpos de la forma Fab. El proceso de seleccién incluye dos variantes con afinidad independiente Y0243-1y Y0238-
3. Para generar el producto final: ranibizumab, fueron introducidos aminodacidos combinados e introducidos en el contenido Fab-
12 (variante Fab de bevacizumab). Ferrara N, Damico L, Shams N, Lowman H, Kim R. Development of ranibizumab, an anti-
vascular endothelial growth factor antigen binding fragment, as therapy for neovascular age-related macular degeneration.

Retina. 2006 Oct;26(8):859-70.

Una vez inyectado en el vitreo se une a isoformas de VEFG-A generadas
por corte y empalme alternativo del RNA (VEGF121 y VEGF165) y a VEGF110,
que es el producto biolégicamente activo derivado de la escision proteolitica de
las dos isoformas anteriormente mencionadas. De este modo, la unién de
ranibizumab a VEGF-A impide la union de este a sus receptores de superficie en

las células endoteliales (VEGFR-1y VEGFR-2).
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Los estudios Minimally Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody
Ranibizumab in the Treatment of wetAMD, (MARINA)® y Anti-VEGF Antibody
for the Treatment of Predominantly Classic Choroidal Neovascularization in
AMD, (ANCHOR)21 tenian como objetivos principales: identificar la proporcién
de pacientes que perdian menos de 15 letras ETDRS desde la visita inicial. Se
diferenciaban membranas neovasculares al menos 50% o mas con componente
clasico en el caso de ANCHOR, y en el caso de MARINA con membranas
minimamente clasicas u ocultas. Ambos estudios se realizaron en monoterapia
con Ranibizumab y mostraron la eficacia de ranibizumab en inyecciones
mensuales, mostrando ganancias a 12 meses de 6,5 a 7,2 letras ETDRS en
MARINA y de 8,5 a 11,3 letras ETDRS en ANCHOR, asi como una mejoria del
espesor retiniano central. Segun los resultados obtenidos en estos estudios, el
empleo de tres inyecciones consecutivas de ranibizumab cada 4 semanas
permitia obtener el mejor resultado en términos de mejoria de la agudeza

visual, aplanandose la curva de evolucion de la misma a partir de ese momento.

Estos ensayos fueron los primeros que nos ofrecieron resultados de
ganancia neta de visidon, abandonando conceptos como “ganancias relativas” o
“estabilidad” para referirse a pérdidas funcionales menos marcadas. Las
conclusiones de dichos trabajos constituyeron un punto de inflexién en el
manejo de la DMAE exudativa, tanto por los resultados clinicos, como por la
confirmacidn de que esta enfermedad era crénica y precisaba de tratamiento
intensivo para conseguir mejorias visuales.

Sin embargo, el reto a partir de este momento ha pasado a ser la
busqueda de una estrategia sostenible, pues el tratamiento mensual constituye
una carga insostenible en la practica clinica, en visitas e inyecciones, tanto para
el paciente como para el sistema sanitario y, en muchos casos, conlleva
sobretratar al paciente al no adaptar el régimen de tratamiento a la actividad

exudativa.

29



En 2010 Ophthalmology publica el estudio EXCITE,? que intenta
demostrar que los resultados con tratamiento trimestral no eran inferiores al
régimen mensual con un seguimiento de doce meses. Se demostrd que tras tres
inyecciones mensuales de ranibizumab, las terapias trimestrales mantenian la
AV en pacientes con neovascularizaciéon secundaria a la DMAE durante el
tratamiento de 12 meses, disminuyendo el nimero de inyecciones, si bien no
se cumplia la no inferioridad pues la diferencia en la AV no era de mds de cinco
letras.

El estudio PrONTO? se disefi6 para buscar otras alternativas de
tratamiento que no implicaran pautas fijas, otorgando cierta flexibilidad a los
médicos para personalizar la atencién e individualizar la enfermedad. Concluyé
qgue el tratamiento con ranibizumab, guiado mediante OCT con un régimen
variable segun necesidad, permite obtener resultados comparabales en
términos de AV y con un numero de inyecciones inferior al de otros estudios
con tratamiento mensual de ranibizumab. En este estudio, se administraron 3
inyecciones de carga y seguimiento mensual a todos los pacientes a partir de
entonces, con retratamiento en caso de que ciertos criterios preestablecidos se
cumplieran (denominado PRN o pro re nata, a demanda): si la AV caia mas de
cinco letras con liquido en mdcula por OCT, aumento del grosor retiniano al
menos de 100 um, NVC cldsica de nueva aparicidon, nueva hemorragia o liquido
macular en el OCT al menos un mes postinyeccion. Este estudio fue pionero en
introducir el retratamiento en base a los hallazgos obtenidos en la OCT. A los 24
meses, la AV media mejoré en 11 letras y un 43% de los pacientes ganaron 15
0 mas letras, con un promedio de 9,9 inyecciones.

Debido a las limitaciones del PrONTO en cuanto a tamafio muestral y a
la ausencia de grupo control, se publica el estudio Europeo y Australiano
SUBSTAIN,** con una dosis de carga de tres inyecciones consecutivas mensuales
y pauta PRN, disefiado para analizar la seguridad, tolerabilidad y eficacia del

Ranibizumab 0,3 mg inicialmente (el 88% recibieron esta dosis de carga) y luego



se inyectaron 0,5 mg, en régimen PRN tras las tres dosis de carga durante un
afo de seguimiento. El retratamiento se basaba en la pérdida de cinco letras o
mds o en un aumento del grosor retiniano macular de 100 o mas micras. Sin
embargo existid una opcidn para no tratar con Ranibizumab cuando la AV fuera
>de 79 letras o si el grosor central de la retina fuera < 225 micras. Los resultados
pusieron de manifiesto que, tras las tres dosis de carga, la ganancia fue de 5,8
letras y, tras un afio con este régimen de tratamiento, la ganancia fue de 3,6
letras, recibiendo aproximadamente 2/3 de inyecciones que con el tratamiento
mensual. La OCT fue también de gran ayuda al demostrar la estabilizacién del
grosor central de la retina, existiendo una diferencia entre el mes 3 y el 12 de
escasamente 10 micras. Este régimen se demostrd no inferior al mensual, con
menor numero de inyecciones y sin pérdida de eficacia.””® A partir de
entonces se introduce de manera protocolizada la valoracién tanto cualitativa
como cuantitativa mediante la OCT para el diagndstico y tratamiento de ésta

enfermedad.

Estos estudios sentaron las bases del lamado régimen PRN en el que
se administra tratamiento si se observa actividad de la lesién. No obstante, para
alcanzar un buen resultado clinico es obligatorio realizar una estricta
monitorizacion mensual sin ninguna tolerancia a la presencia de liquido macular
detectado en la OCT, tal y como se demostré en HARBOR® y CATT®. En este
estudio también se demostré que los pacientes que recibieron inyecciones
mensuales durante el primer afio y se les realeatorizd al tratamiento PRN
durante el segundo afio obtuvieron resultados de AV similares a los de los

pacientes tratados con un régimen PRN desde el inicio.

En la bibliografia se pueden encontrar diferentes estudios con
ranibizumab en el ‘practica clinica real’. La mayoria de ellos estdn basados en el

régimen PRN, pero con criterios mas flexibles que en los ensayos clinicos para



reducir la carga de inyecciones y visitas de seguimiento. Sin embargo, los
resultados globales de estos estudios no son tan buenos como los que se
obtuvieron siguiendo los protocolos mas rigidos de ensayos clinicos. Los
regimenes PRN realizados fuera de los ensayos clinicos tienen numerosas

fuentes para un posible incumplimiento.

Por otro lado, han aparecido los régimenes de “tratar y extender”
(“treat and extend”) que amplian progresivamente los intervalos entre las
inyecciones si no hay liquido. Por tanto, se ajusta el intervalo maximo sin
tratamiento y los pacientes son tratados independientemente de la presencia

de liquido o actividad neovascular, tratando de anticiparse a las recidivas.
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Factores de riesgo en DMAE.,

Con la edad, se producen multiples cambios morfolégicos en las
diversas estructuras oculares como son: aumento de productos de desecho en
el EPR, tales como la lipofuscina y la formacién de drusas (generadas a partir
del ciclo visual de los fotorreceptores); un aumento de la rigidez de la
membrana de Bruch (motivado principalmente por cambios en el componente
de colageno, con la consiguiente dificultad para el paso de moléculas a través
de la misma); o una disminucién del flujo y del calibre de los vasos de la
coriocapilar3°. Muchos de estos hallazgos pueden observarse en ojos
envejecidos, pero también se ven en pacientes con DMAE. No obstante, no
todos los ojos envejecidos desarrollaran DMAE."

La influencia de la edad en el desarrollo de la enfermedad parece clara
y se considera el factor de riesgo mds fuertemente asociado con la

enfermedad®*? (figura 4).

Prevalence of AMD by Age (% of age-specific population)
Age Geographic atrophy Neovascular AMD | Any Late AMD
<55 0.08 (0-0.15) 0.14 (0-0.28) 0.2 (0-0.39)
55-64 0.25 (0.04-0.47) 0.37 (0.09-0.65) 0.25 (0.13-0.38)
65-74 137 (0.17-2.57) 0.68 (0.3-1.05) 1.62 (0.67-2.57)
75-84 2.52(1.7-3.33) 493 (3.19-6.67)
85+ 8.49 (541-11.57) 1447 (11.57-17.36)
All Ages | 0.63 (0.44-0.81) 0.96 (0.72-1.2) 1.64 (1.47-1.81)

Tabla 1.Prevalencia de la DMAE segUn la edad. Tabla obtenida a partir de Friedman DSy cols. Prevalence
of age-related macular degeneration in the United States. Arch Ophthalmol.2004 Apr;122(4):564-72.

Sin embargo, existen otros factores demograficos como la raza
caucasica o el género femenino, el tabaquismo, la dieta rica en grasas saturadas,

factores de riesgo cardiovascular (hipertensidn arterial, dislipemia, diabetes
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mellitus o tabaquismo) que, en sujetos con cierta predisposicién genética,
pueden conllevar a que los cambios propios de la edad, actien como sustrato
para el desarrollo de la enfermedad.>**

La contribucién genética al desarrollo de la DMAE es incuestionable y
se deduce tanto de analisis epidemiolégicos como de estudios en gemelos y de
mapeo genético.

A principios del afio 2016, se encontraron mas de 52 genes localizados
en 34 locus diferentes vinculados a la DMAE.* Estos genes desempefian su
papel en la respuesta inmune innata, en la via del complemento, el estrés
oxidativo, procesos inflamatorios, en la homeostasis retiniana, en la
angiogénesis y en la respuesta al tratamiento, por lo que el grado de disfuncién
de estas reacciones en individuos con DMAE se ha atribuido a las variaciones
encontradas en dichos loci. Algunos de los genes mas investigados son el factor
H del complemento (CHF) en el cromosoma 1y 10 y CFB/C2 en el cromosoma
6.* También se han asociado variantes que incluyen polimorfismos en la lipasa
C hepé\tica,35 en TLR3 (receptor 3 toII-Iike)e‘6 o en TIMP3 inhibidor de

. ._37
metaloproteinasa de la matriz™". En la tabla 2 se pueden observar algunos de

los multiples genes implicados y su asociacion en la DMAE.

CFH, CFHRL, VEGF, TIMP-2, uPC, VEGF, VEGFR, Adamts9,COLS | IGFR1, REST-
CFHR3, CFB, Fibulin-5 APOE,CETP,CDR36 | CFH,C3,ARMS2/HTRAL, | AL-FILIPIL, C4/F14-PoIR2B-
CTD,SC22.C3,C5, PLAGI2A ISEF::3-6[)DR‘.. IGFBP?,
ARMS/2, LC16AE,
HTRAL, RADS1, It
EFEMP1, RADS18, SerpinG1,
Hemicentin-1 FRK/Colloal, | TNFRSF10A,
CACNG3, CCL2, Cx3CR1,
MYRIP, SkivaL | ERCC6, PSCN2.

Tabla 2. Factores genéticos asociados con DMAE. Tabla basada en Lambert NG y cols. Risk factors and biomarkers of age-

related macular degeneration.
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Sin embargo, el papel que juega la predisposicidn genética se extiende
mas alld de la mayor susceptibilidad de un individuo a desarrollar DMAE, pues
también puede afectar la respuesta al tratamiento. Smailhodzic y cols.®®
demostraron un efecto acumulativo de alelos de alto riesgo en CHF, ARMS2 y
VEGFA, que se asociaron a una respuesta inadecuada a los agentes antiVEGF.

Por su parte, Medina y cols.*® también observaron gue en individuos
homocigotos CC, las variantes del polimorfismo del gen CHF T1277C se
asociaron con una respuesta morfoldgica y funcional retardada al tratamiento
con anti-VEGF sugiriendo que los antecedentes genéticos del individuo podrian
ayudar a optimizar la respuesta al tratamiento.

Sin embargo, no sélo el DNA nuclear se ha asociado a esta enfermedad.
La evidencia avala que variaciones genéticas en el DNA mitocondrial (mtDNA);
en concreto, determinados haplogrupos de mtDNA contribuyen a una
determinada susceptibilidad frente a la DMAE.

Muchos estudios han asociado alteraciones en el EPR, drusas y
predisposiciéon a padecer DMAE con determinados haplogrupos de mtDNA.
Jones vy cols.,*® en una poblacidn australiana, encontraron asociaciones
significativas entre el haplogrupo H -el mas frecuente de Europa- y una reducida
prevalencia de padecer DMAE, asi como un menor riesgo de drusas blandas. No
obstante, los pacientes con haplogrupo J mostraron una probabilidad superior
al 80% de padecer drusas que el resto de haplogrupos. Los individuos con
haplogrupo U tuvieron una significacién estadistica para padecer alteraciones
en el EPR, encontrando que todas estas asociaciones eran independientes de la
edad, el sexo o el tabaquismo, concluyendo que el mtDNA podia alterar la
susceptibilidad a padecer DMAE. Canter y cols.”* encontraron un riesgo
aumentado de padecer DMAE en haplogrupos T. Un aifio mas tarde, Udar y
cols.*”? concluyeron que los haplogrupos J, Ty U de mtDNA se asociaban a una
reducida produccidon de ATP y esto les conferia un riesgo incrementado de

desarrollar DMAE. Estos autores hipotetizan que estas deficiencias subclinicas
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en el sistema OXPHOS asociadas con los haplogrupos H, Ty U son exacerbadas
por la acumulacién de dafo somatico en el mtDNA relacionado con la edad.
Ademds discuten sobre si este sistema OXPHOS dafiado, produciria un aumento
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que conllevarian mayor disfuncién en el
mtDNA. Mueller vy cols.”® informaron una mayor prevalencia de DMAE
neovascular en los haplogrupos J y T, mientras que el haplogrupo H constituia

un factor protector en la poblacidon caucasica. Reforzando la idea de la
existencia de una asociacion entre los haplogrupos mitocondriales y la
neovascularizacién de la DMAE asi como la necesidad de mayor niumero de
estudios en esa linea de investigacion. Kenney y cols.,* en 2013, confirmaron
estos resultados en una poblacién caucasica del norte de Europa, afirmando
qgue los haplogrupos JT, asociaban mayor riesgo de desarrollar DMAE,
considerandolos como factores de riesgo para la misma, y que el haplogrupo H,
debia definirse como factor protector. Y concluyeron, que existe cada vez
mayor evidencia cientifica que avale como la disfuncion mitocondrial juega un

papel importante en el desarrollo y progresién de la DMAE.



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

37



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
Siegag Florla ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.
Zoregozo Z018

MITOCONDRIA, HAPLOGRUPOS DE
mtDNA Y SISTEMA OXPHOS EN DMAE.

38



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

39



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
ot ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

2. MITOCONDRIA, HAPLOGRUPOS DE mtDNA Y SISTEMA

OXPHOS EN DMAE.

La mitocondria es una organela intracelular localizada en el citoplasta
de las células eucariotas. Una de las principales particularidades es que posee
su propio genoma independiente del DNA nuclear (nDNA) compuesto por
16569 pares de bases que contienen informacién para 37 genes. Todas las
proteinas que codifica el mtDNA, forman parte del sistema de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS), que se localiza en la membrana interna de la mitocondria.
Dicho sistema esta compuesto por la cadena respiratoria y la ATP sintasa, uno
de cuyos objetivos fundamentales es la produccidn de ATP para la supervicencia

celular siendo este sistema la principal fuente de produccion de ATP.

Matriz

FAD

NADH FADH,

NaD* — Cl cunoocin

mtDNA 7 0 1 3 2

nDNA 39 4 10 10 14

Figura 8. Sistema de fosforilacién Oxidativa y mitocondria. En azul se repreentan las subunidades codificadas en el
DNA mitocondrial y en amarillo las codificadas en el DNA nuclear. Los puntos rojos: coencima Q. C.I a V: Complejos del I al V. En
la parte inferior el nimero de subunidades codificadas en uno u otro genoma. Imagen tomada de Las enfermedades raras en las
patologias neurometabdlicas. Montoya J, Arenas J, Ruiz-Pesini E, Martin-Casanueva MA.Noviembre 2018. Arbor 194 (789):461.
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En este proceso, como subproducto de la fosforilaciéon oxidativa, se
generan la mayoria de las especies reactivas de oxigeno (ROS) de la
mitocondria, representando el organulo celular que mas cantidad genera.45
Cuando la cadena respiratoria funciona correctamente, la produccién de estos
radicales libres representa un bajo porcentaje y se consideran moléculas seial
entre la mitocondria y el nucleo celular.”® Pero si la produccidn de radicales
libres es excesiva por disfuncidn del sistema, los mecanismos de proteccion son
insuficientes y se genera estrés oxidativo mitocondrial, tanto a nivel del mtDNA
como de los lipidos de membrana y proteinas mitocondriales. Este mtDNA es
particularmente sensible a los ROS, ya que no dispone de la proteccién de
determinados sistemas de reparacién que si posee nDNA. La produccidn
excesiva de ROS ha sido descrita como promotora del depdsito de proteinas

oxidadas en la membrana de Bruch, factor de riesgo para desarrollo de DMAE"

48,49
En este

y de la liberacién de factores pro-angiogénicos como VEGF-A.
sentido, se ha observado como diferentes oxidoacidos que se metabolizan a
través del sistema OXPHOS pueden intervenir en la estimulacidon de la expresién
VEGF.*®
Este mtDNA concentra un numero estable de polimorfismos de
nucledtidos Unicos (SNPs) en regiones codificantes que definen los llamados
Haplogrupos del mtDNA. Estos describen grupos de genotipos de mtDNA
relacionados filogenéticamente. Asi pues, los origenes geograficos de la
poblacidn mundial pueden ser clasificados por lineas maternales de acuerdo
con estos SNPs llamados haplogrupos. El haplogrupo mas antiguo que proviene
de Africa ha evolucionado desde hace miles de afios. El haplogrupo H es el mas
comun en Europa. Siendo los haplogrupos J, U y V los que tienen presencia
moderada en esta plobacién. Sin embargo, el haplogrupo J es originario del
norte de Europa mientras que el haplogrupo H lo es del sur de Europa.
Estos haplogrupos de mtDNA, tienen propiedades bioenergéticas

diferentes y, segln requiera la poblacidn para satisfacer las necesidades de su



entorno geografico, pueden tener diversos efectos bioldgicos sobre sus células:
diferente eficiencia del sistema OXPHOS, produccién de ATP, génesis de ROS,
apoptosis y niveles de muerte celular.

Kenney y cols. desarrollaron un modelo cibrido humano de células del
EPR (hibrido citoplasmatico) que comparten el mismo nDNA vy sélo difieren en
su mtDNA, atribuyendo las diferencias encontradas al segundo. Demostraron
cémo los cibridos con el haplogrupo mitocondrial H tenian niveles mas altos de
produccidon de ATP, indicando que utilizaban mds efectivamente el sistema
OXPHOS que los cibridos 1.** Un afio mas tarde, no sélo comprobaron que los
cibridos J tenian niveles mas bajos de ATP, sino que mostraban tasas mas bajas
de expresion de siete de los genes de los complejos respiratorios codificados
por el mtDMA.>!

Por otro lado, existe evidencia en la literatura que asocia alteraciones
en el mtDNA y la DMAE. Se ha visto que exite un dafio oxidativo en el mtDNA
(grados de heteroplasmia patoldgica, delecciones y sustituciones en los
nucledtidos) mayor en pacientes con DMAE que en controles sanos.”” Incluso
se hainformado una correlacidn positiva entre la extension del dafio del mtDNA
y el grado de afectacién de la DMAE.>® Asimismo, se ha correlacionado la
disminucién en el nimero y el area de las mitocondrias en el EPR con el
envejecimiento, estando significativamente disminuidos en los pacientes con
DMAE.>*

Diferentes autores concluyen que las alteraciones mitocondriales
tendria un significativo impacto en la produccién de ATP, motivando
alteraciones bioenergética en las células del EPR -cuyo metabolismo y consumo
de oxigeno es de los mas elevados del organismo46- y que esto tendria su

importancia en la patogénesis de enfermedades como la DMAE.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Hipdtesis

La DMAE constituye la primera causa de ceguera en los paises
industrializados en personas mayores de 60 afos y, dada su relaciéon con el
proceso de envejecimiento, en los préximos afios se prevé un gran aumento de
su incidencia.

Los farmacos anti-VEGF, entre los que figura el ranibizumab,
constituyen en la actualidad el tratamiento de eleccion para esta patologia. Sin
embargo, la respuesta a esta terapia no es homogénea, por lo que se han
buscado diferentes factores clinicos y/o genéticos que nos ayuden a dirigir el
tratamiento de forma mas personalizada, evitando el sobre/infra tratamiento,
asi como a predecir la evolucion de la enfermedad.

Si algunos haplogrupos de mtDNA han sido asociados a la DMAE
neovascular como marcadores de “‘riesgo genético”” indicativos de una
susceptibilidad individual a padecer dicha patologia, nuestra hipdtesis plantea
si estos haplogrupos de mtDNA con diferentes caracteristicas bioenergéticas
podrian conferir también a los pacientes distintas capacidades de respuesta a

la terapia antiangiogénica intravitrea con ranibizumab.
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Objetivo principal: |a busqueda de un marcador genético (de DNA mitocondrial)

gue permita predecir la respuesta a la terapia intravitrea con ranibizumab en

pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Objetivos secundarios:

Caracterizar el haplogrupo de mtDNA de los pacientes afectos de
DMAE neovascular en nuestra area de poblacién.

Estudio de las caracteristicas clinicas de la DMAE en funcién de los
hpalogrupos de mtDNA.

Establecer la eficacia de la terapia intravitrea con ranibizumab en
pacientes afectos de DMAE nevoascular naive durante un afio de
régimen PRN en practica clinica real.

Estudio y caracterizaciéon de los factores que han influido en Ia
evolucion y respuesta al tratamiento de nuestros pacientes.
Establecer una relacion entre ambas variables: respuesta al

tratamiento y haplogrupo de mtDNA.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1 Diseiio de Estudio.

Se trata de un estudio observacional y ambispectivo realizado en el
Servicio de Oftalmologia del Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa”
(HCULB) de Zaragoza, junto con el Departamento de Bioquimica y Biologia
Moleculary Celular de la Universidad de Zaragoza, para evaluar la influencia del
haplogrupo de mtDNA en la respuesta al tratamiento con Ranibizumab
(Lucentis ®) en pacientes con DMAE avanzada.

El reclutamiento se llevé a cabo entre los meses de enero de 2009 y
enero de 2011 en la Unidad de Retina del citado hospital en pacientes
diagnosticados de neovascularizacion coroidea-naive secundaria a un proceso
de DMAE exudativa y tratados mediante Ranibizumab (Lucentis®) intravitreo en
dosis de 0,5 mg/0,05 ml. de acuerdo a el protocolo de tratamiento consistente
en una dosis de carga de tres inyecciones mensuales (una cada 4 semanas)
seguidas de un régimen de tratamiento PRN (tratamiento a demanda en
funcién de la evolucion de la enfermedad), prolongandose el periodo de
seguimiento de hasta las 52 semanas desde el inicio del tratamiento.

La eleccion del medicamento empleado para su tratamiento y el
protocolo de administracion del mismo no se vieron influenciados por la
realizacion del estudio. La forma de utilizar ranibizumab y sus indicaciones
estuvieron dentro de la practica considerada habitual en ese momento para
dicho farmaco y siguiendo el protocolo vigente en el HCULB de Zaragoza.

Tras recibir informacion completa y detallada, todos los pacientes
firmaron un consentimiento informado para la participacién en el mismo. El
estudio se llevd a cabo segun los principios éticos de la Declaracién de Helsinki
y fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién de la Comunidad

de Aragén (CEICA).
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El presente estudio clinico se ha sido realizado en el Servicio de Oftalmologia
del Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa” (HCULB) de Zaragoza,
utilizdndose las estancias, personal, equipos y materiales de los que
disponemos en el drea de consultas externas, quiréfano local y Servicio de
Farmacia del centro.
¢ Recursos humanos:
— Médicos oftalmélogos especializados de la Unidad de Retina del
HCULB.
— Enfermeras y auxiliares de enfermeria, tanto de consultas como del
quiréfano de Oftalmologia del HCULB.
— Farmacéuticos del HCULB.
¢ Equipos e instrumental:
— Equipos para el examen oftalmoldgico:
* Proyector de optotipos ETDRS, con tubos fluorescentes fenestrados y
con una luminancia adecuada a las normativas para el registro de
agudeza visual en ensayos clinicos.
*  Biomicroscopio con lampara de hendidura para la exploracion
oftalmoldgica.
* Lentes de aumento de no contacto de 20, 78 y 90 dioptrias (Volk,
Mentor, Ohio, EEUU) para la exploracién biomicroscépica de fondo de
ojo.
* Tomografia de coherencia éptica de dominio espectral (SD-OCT) y

angiografia fluoresceinica (Heidelberg Engineering. Alemania).

— Equipos, material fungible e instrumental de cirugia para realizar las

inyecciones intravitreas bajo condiciones de asepsia.



® Reactivos y farmacos:
— Examen oftalmoldgico: colirio de tropicamida al 1 % (Colircusi tropicamida®,
colirio en solucién 10 mg/ml, Alcon Cusi S.A; El Masnou, Espafia).
- Inyeccidn intravitrea: povidona yodada (Betadine, Asta Medica S.A; Merignac,
Francia), tetracaina (Colircusi anestésico doble, Alcon Cusi S.A; El
Masnou, Espafia) y ranibizumab (Lucentis® 0,5 mg/0,05 ml. Novartis.

Espafia).

Pacientes pertenecientes al sector sanitario Zaragoza Il diagnosticados
de DMAE avanzada de tipo neovascular y tratados en el Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa” o remitidos a este centro para su tratamiento.

Se incluyeron en el estudio 98 ojos correspondientes a 91 pacientes
diagnosticados o tratados de DMAE neovascular y que cumplieran criterios de
inclusion, durante el periodo de enero de 2009 a diciembre de 2010.

El analisis de los datos se realizé de forma restrospectiva tras un afio de

seguimiento (con visita final a las 52 semanas).

1. Pacientes con diagnéstico clinico de DMAE de tipo neovascular naive que
fueron tratados con ranibizumab en dosis de carga y seguida de una pauta PRN
en el HCULB de Zaragoza siguiendo el mismo protocolo.

2. Sujetos incluidos en la base de datos de haplogrupos mitocondriales del
Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular de la Universidad de
Zaragoza.

3. Agudeza visual superior a 24 letras en optotipo ETDRS (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study).

4. Edad superior a 55 afios.

5. Obtencidén del consentimiento informado.



1. DMAE en estadios iniciales (alteraciones del EPR, drusas blandas,...) que no
hayan desarrollado neovascularizacion coroidea.
2. DMAE en fase disciforme (donde no se pueda asegurar el caracter
neovascular o himedo de la misma).
3. DMAE con atrofia geografica.
4. Neovascularizacion coroidea secundaria a otras causas.
5. Inyeccidn previa de otros agentes antiVEGF.
6. Tratamiento previo con Terapia Fotodindmica.
7. Existencia de otra patologia retiniana que imposibilite la diferenciacién de los
resultados anatdmicos y funcionales secundarios propiamente a la DMAE
(retinopatia diabética, patologia de la interfase vitreorretiniana, desgarro del
epitelio pigmentado de la retina, membrana epirretiniana, agujero macular...)
8. Existencia de otra patologia oftalmoldgica que imposibilite la veracidad de
los datos recogidos:

- Leucomas corneales, catarata; afaquia.

-Uveitis, glaucoma no controlado, hemovitreo.

-Antecedentes quirurgico de vitrectomia o desprendimiento de retina.
9. Absentismo en la consulta: la no comparecencia a todas las revisiones

mensuales previstas y programadas tras la dosis de carga durante el primer afio.

Se registraron los siguientes datos:

o Fecha de nacimiento

o Género

o Factores de riesgo: HTA, Diabetes Mellitus, Tabaquismo y Dislipemia

o Antecedentes oftalmoldgicos.




o Agudeza visual:

Agudeza visual (AV) con la mejor correccidn 6ptica, mediante optotipos ETDRS
a 4 metros, obtenida por un oftalmdélogo empleando una tarjeta de lectura
ETDRS dentro de una caja con retroiluminacion de medidas 62,9 cm x 65,4 cm
x 17,8 cm, situada a una altura de 125 cm del suelo, en el interior de una
habitacién en penumbra. La mejor agudeza visual corregida (MAVC) se obtuvo
de la historia clinica mediante una puntuaciéon en letras de agudeza visual
medidas.

o Presion intraocular (P10), registrada mediante tonometria de aplanacién de

Goldmann (en mmHg)

o Biomicroscopia del segmento anterior

o Oftalmoscopia indirecta: Presencia / ausencia de hallazgos fundoscdpicos

sugestivos de DMAE exudativa como drusas (duras, blandas, pseudodrusas
reticulares); hemorragias retinianas y/o presencia de atrofia geografica y/o
cicatriz disciforme.

o Tomografia de coherencia dptica de dominio espectral: Spectral-Domain-OCT

(Spectralis SD-OCT. Heidelberg.):

-El grosor del subcampo foveal central (GFC): espesor medio de todos los

puntos dentro del circulo interno de 1 mm de didmetro.

-El grosor macular (GM) generado como sumatorio de la medida en micras de
los nueve subcampos: el foveal y los ocho regiones concéntricas al GFC de la
rejilla del ETDRS medidosa 1,3y 6 mm.

- Segmentos internos y externos concénctricos de rejilla de ETDRS medidos a

1,3y 6 mm del GFC.
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Figura 9. Tomografia de coherencia 6ptica macular de dominio espectral (SD-OCT).Diagrama con las 9 regiones del
mapa macular ETDRS. Los circulos concéntricos son de 1 mm, 3 mm y 6 mm de didmetro (Grosor foveal central, superior interno,
TIM: Segmeno Macular Interno Temporal; SIM: Segmento Macular Interno Superior;NIM: Segmento Macular Interno Nasal; IIM:
Segmento Macular Interno Inferior; TEM; Segmento Macular Externo Temporal; SEM: Segento Macular externo Superior; NEM:
Segmento macular Externo Nasal; IEM: Segmento Macular externo Inferior).

2- Clasificacion del complejo neovascular y localizacion del mismo:

Neovascularizacién tipo 1: aquella localizada bajo del EPR sin signos de
infiltracion de la proliferacidn fibrovascular hacia el espacio subretiniano

Neovascularizacién tipo 2: aquella localizada en el espacio subretiniano, por
encima de un EPR lesionado e invadido por la proliferacion fibrovascular.

Neovascularizacion tipo 3: se corresponde con la proliferacidn angiomatosa
retiniana (RAP), cuyos hallazgos tomograficos incluyen la presencia de
desprendimiento seroso del EPR con edema retiniano quistico asociado o no a

fluido subretiniano y su confirmacién en algunos casos con AGF.

3- Pardmetros de exudacion activa mediante OCT:

liquido intrarretiniano (LIR), liquido subretiniano (LSR), desprendimiento del

epitelio pigmentario (DEP), desarrollo de fibrosis o cicatriz disciforme.
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o Angiografia con fluoresceina (AGF) en los casos que se requiera realizar

diagndstico diferencial con otras patologias en la visita basal. Para la
angiografia con contraste se ha utilizado en todas las ocasiones un angiégrafo
Spectralis HRA (Heidelberg Engineering).

En lesiones minimamente cldsicas u ocultas en la AGF se efectia una AVI
permitiendo el diagndstico diferencial con otras dos entidades: la proliferacién
angiomatosa retiniana (RAP), definida por la presencia de una lesién de posible
origen intrarretiniano que crece en el espesor de la retina neurosensorial con
tendencia a desarrollarse hacia coroides; y la vasculopatia coroidea polipoidea
(VCP), definida por la presencia de una red vascular coroidea cuyos vasos
terminan en forma de dilataciones polipoideas .

Tras la visita basal, la angiografia se realizd ante la presencia de un
empeoramiento de la agudeza visual no explicable mediante la OCT, en casos
de aparente ausencia de respuesta, o ante una dudosa reactivacién de la
enfermedad. En caso de evidente fuga angiografica, se indica retratamiento con

ranibizumab.

o Tratamiento:
Los pacientes fueron incluidos en el estudio entre 2009 y 2011, se siguid la
pauta PRN establecida en el hospital en ese momento, y que estaba basada en
las guias de la Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo (SERV), asi como en las guias
europeas de retina. Se consideraron como criterios para nueva inyeccién de
ranibizumab al menos uno de los siguientes:
-Pérdida de agudeza visual de al menos 5 letras en la escala ETDRS
-Incremento del GFC de al menos 100 um o persistencia de fluido intra
o subretiniano en la OCT.
-Nuevas hemorragias maculares o perimaculares.
-Evidencia de fuga angiografica (en el caso en que se realizé de forma

necesaria)



La pérdida de agudeza visual sin actividad en OCT no se considerd criterio de
retratamiento per se, aunque hacia necesaria la realizacién de una angiografia

para descartar una reactivacion de la lesidn.

-El farmaco usado para el tratamiento intravitreo fue ranibizumab
(Lucentis®) en dosis de 0,5mg/0,05ml.

- Respecto al numero de inyecciones administradas durante el primer
afo de tratamiento, en todos los casos la inyeccion intravitrea de ranibizumab
se realizé siguiendo el mismo protocolo y las recomendaciones habituales.”®

En la sala de quiréfano, se realiza una limpieza con povidona iodada de
la regidn periocular, se coloca un blefarostato estéril entre los parpados, se
marca el punto de inyeccidon mediante un marcador rigido estéril en la
esclerdtica a 3,5 mm de limbo en pseudofaquicos y a4 mm en faquicos. La zona
elegida para la inyeccidon fue, preferentemente, el cuadrante inferotemporal. A
continuacion, se inyectaba ranibizumab (0,5 mg/0,05 ml), con una jeringa de
insulina y una aguja de calibre 30g. Al terminar el procedimiento, se aplica una
hemosteta sobre la zona de la inyeccidn para evitar el reflujo subconjuntival del
farmaco. Tras la inyeccidén se comprueba la percepcion de luz y se instila, de

nuevo, povidona iodada diluida.

o Discontinuacion del estudio:

El paciente pudo ser retirado del estudio al dejar de cumplir los criterios de

inclusion o adquirir alguno de los criterios de exclusion.

o Toma de datos de la historia clinica:

e En la visita basal, al diagndstico:

— Registro de la AV mediante optotipos ETDRS.
— Exploracion con l[dmpara de hendidura y lente de aumento de 20y 78

dioptrias de fondo de ojo.



— Realizacion de SD-OCT de 6 x 6 mm en el area macular.
— Realizacién de una AGF (+ Verde de indocianina en caso de sospecha

de VCP) en aquellos casos en los que se considerd necesaria.

* En la visita a los 16 semanas:

— Toma de AV mediante optotipos ETDRS.
— Exploracién con lampara de hendidura y lente de aumento de 78 D
para fondo de ojo.

— Realizacion mediante SD-OCT de 6 x 6 mm del drea macular.

® En la visita a las 52 semanas:

— Toma de AV mediante optotipos ETDRS.

— Exploracién con lampara de hendidura y lente de aumento de 20y 78
dioptrias de fondo de ojo.

— Realizacién mediante SD-OCT de 6 x 6 mm del drea macular.

— Obtencion del nimero total de inyecciones intravitreas.

Se realizd, tras consentimiento informado del paciente, en el momento en el
gue fueron incluidos en el estudio, pudiendo realizarse al diagndstico o durante

el tratamiento en el periodo de seguimiento.

1.Reactivos:

Fenol IAC;TE (TRIS 20 mM pH 8, EDTA 5 mM); TBE (TRIS 54 g, Ac Borico 27,5 g,
EDTA 20 0,5 M); SDS (25%) (w/v); Proteinasa K (20 mg/ml); Reactivos Real Time-
PCR: TagMan Master mix (Applied Biosystems), sonda Vic 0,2 mM, sonda Fam

0,2 mM, cebadores 0,9 mM de cada uno; Reactivos PCR: Agua destilada estéril,



dnTPs 200 uM, Oligo H 2,5 uM (Sigma), Oligo L 2,5 uM (Sigma), Tag Roche 1,25
U (Roche),Buffer para Taq Roche 1x (Roche).

2.Extraccion de DNA de la sangre y procesado.

Se extrajo el mtDNA de las 91 muestras de sangre de los pacientes
incluidos en el estudio mediante el siguiente protocolo: se trasvasa la muestra
de sangre desde los tubos de extraccidn a un tubo de centrifugar y se diluye
hasta cuatro veces su volumen. Se centrifuga a 5000 rpm (centrifuga Cetrikon,
rotor A8.24), durante 15 min a 4 °C. Se decanta el sobrenadante y se resuspende

hasta aproximadamente 4 veces su volumen. Se vuelve a centrifugar en

idénticas condiciones. Se aifiaden 32 pl de SDS (25%), para que quede al 0,4%
en la disolucion y se adicionan 20 ul de proteinasa K (20 mg/ml), para que quede
en la disolucién a 200 pg/ml. Se mezcla bien y se incuba a 37 °C durante toda la
noche.

Al dia siguiente, se afade la décima parte del volumen (0,2-0,3 ml) de
acetato amoénico 7,5 M y se anade Fenol IAC hasta triplicar el volumen. Se
centrifuga a 3000 rpm (Hermite Z200A rotor fijo Hermle 001/07, 220.97V01)
durante 5 min a 20 °C.

Se recoge la fase acuosa (superior), y se trasfiere a un nuevo tubo de
centrifuga y se repite la extraccién con fenol. Una vez se ha extraido la fase
acuosa por segunda vez, se realiza la misma operacién, pero utilizando en vez
de fenol, una mezcla de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Se afiaden
cantidades semejantes a las de fenol, es decir triplicar el volumen y se
centrifuga en las mismas condiciones anteriores. Se recoge la fase acuosa (de
nuevo la superior), se trasvasa a un tubo Corex y se afiade el doble de volumen
de etanol a -20 °C. Con unas suaves inversiones de mufieca, se hara precipitar

el DNA.



Se forma ovillo de DNA, se recoge con una pipeta Pasteury se transfiere
a un Eppendorf con un pequefio volumen de Etanol. Se elimina el Etanol que
sea posible y lo que quede se deja secar al aire. Se resuspende el DNA en 200 pl
de agua destilada estéril y se deja agitando en un termoblock para que se

disuelva completamente.

3.Cuantificacion de DNA

Para ello se utiliza el NANODROP ND-1000 Spectrophotometer que nos
dara la medida de concentracidn, asi como un cociente entre la cantidad de

proteinasy el DNA, y los RNA y DNA.

4.Genotipado

Los polimorfismos que definen los haplogrupos H, V, U, J y T, que son
los mas frecuentes en la poblacidn espaiiola (85%), fueron determinados en
todos los individuos mediante RT-PCR. Aquellos individuos que no fueron H, U
o JT se separaron mediante la determinacién del polimorfismo 14766 que
define el haplogrupo HV. Los individuos HV y H se estudiaran conjuntamente.
Seguidamente se caracterizaron los individuos de la linea JT mediante el
polimorfismo en la posicion 13708 y en aquellos no J se confirmé su pertenencia

al haplogrupo T mediante PCR-RFLP (figura 6).



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
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Figura 10. Estrategia de haplotipado.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
& ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

5.Real Time — PCR

La determinacion de haplogrupos de nuestro DNA se realizé por RT-
PCR, utilizando reactivos TagMan. Dicha técnica se basa en una determinacion
simultdnea de cebadores especificos en torno a la posicion 7028 y dos sondas:
una etiquetada con el fluoréforo VIC y especifica para 7028C, y la otra
etiquetada con el fluoréforo FAM especificos para 7028T. El DNA se amplificé
en un volumen final de 25 ul, con 12,5 ul de TagMan Master Mix (Applied
Biosystems), una concentracién final de 0,9 mM de cada cebador, una
concentracion final de 0,2 mM de cada sonda, y de 10 ng del DNA total. Para
comprobar que la PCR ha amplificado como para correr las digestiones con las
enzimas de restriccidn se realizé electroforesis en gel de Agarosa. Por ultimo se
determinaron los RFLPs (polimorfismos de longitud de fragmentos de
restricciéon) tomando 5 pl del producto amplificado de la PCR y llevandolo a un
volumen total de 10 o 12 pl que incluye el tampdn de la correspondiente

enzima, y 5 U de la misma.

viC FAM DIRECTO REVERSO
TAGTGGQQGTGG | TAGTGGAAGTGAGCTAC

H GCAAACTCATCACTAGAC | CCTATGATGGCAAATACAGC
GCTACAA AA

7028 ATCGTACT TCCTAT
(H) (NO H)

U | CCCCAARAATTTT

1230 CCCAAGAATTTTG GGTAACAGCTATCCATTG | GCATGGTTATTACTTTTATTT
G

() GTCTTAGG GGAGTTGCA

g | (Nou)
AGCATTACTTATA | CATTACTTATATGACATG

T ACCTCCTATGAAAAAACT | GGAATGCTGGAGATTGATA
TGATATGTCTC | TCTC

4216 TCCTACCA ATGGGTAT
(NOJT) i)

I | AceeeTaaeaGe

1370 ACGCCTGACAGCCG CCCCACCCTACTAAACCC | TGTTAGTAATGAGAAATCCT
c6

) CATTAA GCGAATAGG
g | (N0

Tabla 3. Determinaciéon haplogrupos mediante PCR.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con

0.Estelan Floria ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.
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RESULTADOS
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5 - RESULTADOS:

Los datos han sido recogidos mediante el programa Microsoft Office
Excel 2010° y han sido exportados a una matriz con formato propio del
programa Statistical Package for the Social Sciences© (SPSS), para entorno

. © .z
Windows ™, en su version 21.0

Se realizd un analisis descriptivo inicial que contiene los resultados
estadisticos basicos para variables cuantitativas continuas y discretas de ambos
grupos: media, desviacion estandar, valor minimo, valor mdximo y rango, asi

como frecuencias y porcentajes para las variables cualitativas nominales.

En el andlisis univariante se ha tenido en cuenta la escala de medida de
cada variable. Asi, en las variables de tipo nominal u ordinal, se realizaran las
correspondientes distribuciones de frecuencias, complementandose, en el
analisis grafico, con graficos de barras o graficos de sectores. En las variables
medidas a nivel de intervalo y de razén, se calcularan diversas medidas de

tendencia central y dispersion.

En los analisis bivariantes también se tendrd en cuenta la escala de
medida de las variables implicadas. Si tanto la variable dependiente como la
independiente son de tipo cualitativo, se emplearan tablas de contingencia, y
en el andlisis de la significacion de la relacidon entre ambas se usarala prueba
Chi-cuadrado; acompanando los resultados numéricos con graficos de barras
agrupadas. Cuando la variable dependiente sea cuantitativa y la independiente
cualitativa se realizardn comparaciones de medias, afiadiéndose la prueba de
significacidon correspondiente y graficos de barras de error a las tablas de
comparacién de medidas de tendencia central y dispersiédn. Previamente, se
comprobara la normalidad de la variable dependiente mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Si la variable dependiente se ajusta a una distribucidn

normal se realizard la prueba de la t de Student o el andlisis de la varianza



(ANOVA), segln la variable independiente tenga dos o mas de dos categorias.
Si la variable dependiente no es normal se realizaran las pruebas de Mann-
Whitney o de Kruskal-Wallis (segln la variable independiente tenga dos o mas
de dos categorias). En las comparaciones de medias en distintos momentos se
van a emplear, segun haya habido dos o mas medidas, la prueba t de Student
para muestras relacionadas, el ANOVA de medidas repetidas o bien las pruebas
de Wilcoxon o de Friedman, realizandose las comparaciones multiples en el
caso de que haya diferencias estadisticas en las pruebas con mas de dos
medidas. El nivel de significacién aceptado en todo el calculo estadistico fue del

95% (p<0,05).

IMPORTANCIA DEL TAMANO DEL EFECTO:

La Magnitud del Efecto (ME) es una manera de cuantificar la efectividad
de una particular intervencidn relativa a alguna comparacion. En la metodologia
cuantitativa aplicada a ciencias de la salud las limitaciones inherentes a la
prueba de significacion de la hipdtesis nula (NHST, por sus siglas en inglés) han
llevado a generar propuestas alternativas ante tal situacion. Uno de dichos
avances son las medidas de magnitud del efecto (effect size, ES).
Concretamente, las ES cuantifican la presencia del fendmeno analizado. Asi, por
ejemplo, en el caso de la diferencia de medias entre grupos independientes
usualmente evaluada con la t de Student, la d de Cohen (ES) cuantifica el
tamafio de la diferencia (p. e., pequefia, mediana o grande). Asimismo, el
coeficiente de correlacién lineal (r) de Pearson, analizado como ES, indica la
fuerza de la asociacidn. Por el contrario, con la NHST, ambos procedimientos
informarian solo si la diferencia de medias o la correlacidn son estadisticamente
diferentes de cero, pero sin cuantificar su magnitud. En consecuencia, su

eleccion e interpretacion varia segun el disefio de investigacion empleado.



En la actualidad, cada vez es mas comun el empleo de medidas del
tamano del efecto para informar los resultados de investigaciones en ciencias
de la salud, debido a que brindan a la comunidad académica una interpretacién
mdas completa que la proporcionada por el test de significancia de la hipdtesis
nula que tiene una gran sensibilidad al tamafio muestral. Asi, un estudio podria
mostrar resultados estadisticamente significativos teniendo un tamafio del
efecto grande y una muestra pequefia, o bien teniendo un tamano del efecto

pequefio y una muestra grande.

La existencia de diferencias segln los grupos de comparacion hace
necesario también reportar los estadisticos del tamano del efecto, como un
procedimiento que permite cuantificar la magnitud de la diferencia entre

grupos.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con

ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Analisis descriptivo

-Haplogrupos de mtDNA-

En la siguiente tabla se observa la muestra estudiada.

Total HV

JT Otros

N ojos/ pacientes

98/91 | 57/54

19/18

12/11 10/8

Tabla 4.Distribucidn del nimero de ojos y pacientes seglin haplogrupos de mtDNA.

-Sexo, edad y ojo afecto de la cohorte de pacientes-

La media de edad de los pacientes fue de 76,9 + 7,5 afos. La muestra cuenta

con 33 (37%) hombres y 58 (63%) mujeres. La tabla 5 recoge el numero de

pacientes en funcidn del género y ojo afectado.

Ojo afecto Hombres Mujeres
lzquierdo 17 22
Derecho 14 31

Ambos 2 5
Total pacientes 33 58

Tabla 5.Distribucién de la afectacién ocular segun género.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
ot ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

-Diferencias de género entre halogrupos de mtDNA-

Al analizar la distribucién del género de los pacientes de cada haplogrupo de

mtDNA se obtienen los siguientes resultados:

Haplogrupo (n)
Género HV (] JT Otros Total
Masculino 23 7 3 2 35
Femenino 31 1 8 6 56

Tabla 6.Distribucién de haplogrupos de mtDNA en funcién del género.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de
1,463 y una significacion de 0,691, que lleva a afirmar que no hay diferencias
significativas en el género de los pacientes entre los cuatro haplogrupos de

mtDNA.

Género y Haplogrupos mtDNA

HV 42,1

0 10 20 30 40 50 60 70 B0

B Mujeres M Hombres

Gréfico 1. Distribucién de hombres y mujeres segin haplogrupos mtDNA (%).
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-Diferencias de edad entre los halogrupos mtDNA-

HV JT u o Total

Edad media (XtsD) | 77,3(7,6) | 78,3(7,1) | 759(88) | 75,2(6,7) | 76,9(7,5)

Tabla 7.Edad media (afios) de los pacientes en los diferentes haplogrupos de mtDNA.

Tras realizar la prueba de ANOVA de un factor, se obtuvo una significaciéon en la
comparaciéon de la edad de los cuatro haplogrupos mtDNA de 0,560; lo que
permite afirmar que no hay diferencia significativa en cuanto a la edad media

de los pacientes de los cuatro haplogrupos de mtDNA.

-Factores de riesgo: HTA, Tabaco, Diabetes y Dislipemia-

Se analizaron cuatro factores de riesgo en los 91 pacientes afectos de DMAE

neovascular, obteniéndose los siguientes resultados:

Factores de Riesgo SI (n) NO (n)
HTA 62 29
Tabaco 14 77
Diabetes 25 66
Dislipemia 39 52

Tabla 8. Distribucién de los factores de riesgo en la muestra.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
ot ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

La tabla 9 hace referencia a los factores de riesgo y su distribucién (%)

respecto a los haplogrupos de mtDNA.

Haplogrupo (%)
Factores de
. HV (V) JT Otros
riesgo
HTA
65,5% 66,7% 72,7% 62,5%
Tabaco
14,8% 16,6% 18,1% 12,5%
Diabetes
21,1% 16,7% 36,3% 37,5%
Dislipemia 35,1% 50,5% 54,4% 62,5%

Tabla 9.Distribucién de factores de riesgo segun los haplogrupos de mtDNA.

Factores de iresgo y haplogrupos mtDNA

40

35

30

25
20

15

10

il Lo e

0 [ ] = . -

Haplogrupo HV Haplogrupo U Haplogrupe JT Haplogrupo Ctros
HHTA ®Tabaco ™ Diabetes Dislipemia

Gréfico 2. Distribucidn de factores de riesgo seguin haplogrupos de mtDNA (n).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Si se analiza la frecuencia de Hipertension arterial (HTA) en cada haplogrupo

de mtDNA se obtienen los resultados de la siguiente tabla:

Haplogrupo (n)
Total
Hipertension arterial HV u JT Otros
Si 35 12 8 5 62
No 19 6 3 3 29

Tabla 10.Relacién de pacientes con o sin HTA en funcién del haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de
0,722 y una significacién de 0,868; por lo que podemos concluir que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre los porcentajes de

hipertension arterial entre los distintos haplogrupos de mtDNA.

HTA

v 65,5

c

66,7

Otros

o

10 20 30 40 50 60 70 BD

iEi

Grafico 3. Distribucién de HTA segun haplogrupos de mtDNA (%).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Al analizar la frecuencia de Consumo de tabaco en cada haplogrupo de mtDNA,

se obtienen los resultados de la siguiente tabla.

Haplogrupo (n)
Total
Tabaco HV U JT Otros
Si 8 3 2 1 14
No 46 15 9 7 77

Tabla 11. Relacién de pacientes con o sin tabaquismo en funcién del haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de
1,681y una significacién de 0,641; por lo que se concluye que no hay diferencias
significativas entre los porcentajes de consumo de tabaco entre los distintos

haplogrupos.

Tabaquismo

85.2
Hv 148

[S
o
w
&

16,6
— 819
T 18,1
E75
Otros 125
0 20 40 60 80 100
HNo ESj

Gréfico 4. Distribucidn abaquismo segun haplogrupos de mtDNA (%).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Al analizar la incidencia de Diabetes mellitus en cada haplogrupo de mtDNA, se

obtienen los resultados de la siguiente tabla.

Haplogrupo(n)
Total
Diabetes mellitus HV U JT Otros
Si 11 3 4 3 25
No 43 15 7 5 66

Tabla 12.Relacién de pacientes con o sin Diabetes en funcién del haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de 4,524
y una significacion de 0,210; por lo que se concluye que no hay diferencias
significativas entre los porcentajes de pacientes con diabetes mellitus en los

cuatro haplogrupos.

Diabetes mellitus

w T ;s
o R — 3
| e

0 10 20 30 40 50 60 70 B0 90

HNo WS

Gréfico 5. Distribucién de Diabetes segtin haplogrupo de mtDNA (%).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
‘ ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Al estudiar la presencia de Dislipemia en cada haplogrupo de mtDNA, se

obtienen los resultados de la siguiente tabla.

Haplogrupo (n)
Total
Dislipemia HV u JT Otros
Si 19 9 6 5 39
No 35 9 5 3 52

Tabla 13.Relacién de pacientes con o sin Dislipemia en funcién del haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de
1,651y una significacién de 0,648; por lo que se concluye que no hay diferencias
significativas entre los porcentajes de pacientes con dislipemia en los cuatro

haplogrupos.

Dislipemia

HV

2
]

35,
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Gréfico 6. Distribucidn de Dislipemia seguin haplogrupos de mtDNA (%).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

-Caracterisitcas basales de la enfermedad: tipo de membrana,

afectacion macular y foveal, agudeza visual, grosores centrales

foveal y macular sequn haplogrupos de mtDNA-

-Diferencias de Agudeza Visual entre los halogrupos de mtDNA-

Haplogrupo
Total HV u JT Otros

Agudeza visual de

media 46,1 (19,5) | 44,8 (20,5) | 47,6 (18,4) | 40,8 (22,1) | 57,0 (19,2)
en letras ETDRS (SD)

Tabla 14.Agudeza visual media en nimero de letras de ETDRS seguin haplogrupos de mtDNA en estado basal.

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis, el valor del estadistico es de 4,036,
obteniendo una p de 0,387. Podemos concluir que las diferencias entre la AV

basal media entre los distintos haplogrupos no son estadisticamente

significativas.

-Diferencias de Grosor foveal central (GFC) entre los halogrupos

de mtDNA-
Haplogrupo
Total HV (V) JT Otros
Grosor foveal 380,7 391,7 360,1 364,3 370,9
medio (um) (99,10) (94,0) (82,3) (81,9) (82,3)

Tabla 15.Grosor foveal medio en um segutin haplogrupos de mtDNA en estado basal.

Tras calcular la prueba de Kruskal-Wallis mostré un valor de 1,705 y una
p= 0,426, pudiendo concluir asi, que las diferencias de grosores foveales

basales entre los haplogrupos de mtDNA, no son estadisticamente

significativas.
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ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

-Diferencias de afectacion foveal entre los halogrupos de mtDNA-

Al realizar el andlisis de la afectacién foveal medida por sd-OCT en cada

haplogrupo de mtDNA, se obtienen los resultados que muestra la tabla.

Haplogrupo (n)
Total
Afectacion foveal HV u JT Otros
Si 51 16 11 7 85
No 6 3 1 3 13

Tabla 16.Andlisis de la afectacion foveal segin haplogrupos de mtDNA.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de

3,383 y una significacion de 0,336; por lo que se concluye que no hay diferencias

significativas entre los porcentajes de pacientes con afectacién foveal en los

cuatro haplogrupos de mtDNA.

Afectacion foveal

HV

IH

Otros

70

o

20 40 €0 80
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Gréfico 7. Afectacion foveal seguin haplogrupos mtDNA (%).
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
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-Diferencias de grosor macular (GM) entre halogrupos de mtDNA-

Haplogrupo
Total HV u JT Otros
Grosor macular | 3.133 3.234 3.083 3.031 3.290
medio (um) (613,23) (495,6) (426,5) (385,7) (280,1)

Tabla 17.Grosor macular medio en pum en estado basal segun haplogrupos de mtDNA.

La prueba de Kruskal-Wallis mostré un valor de 3,033 y una p de 0,387,
pudiendo concluir que las diferencias de grosor macular basal entre los

haplogrupos, no son estadisticamente significativas.

-Diferencias de afectaciéon macular entre halogrupos de mtDNA.

Al realizar el andlisis del nimero de segmentos maculares afectados en OCT,
es decir, el area de afectacion macular en cada haplogrupo de mtDNA se

obtienen los resultados de la siguiente tabla.

Numero de dreas Haplogrupo Estadistico
maculares afectadas HV U JT Otros (p)
Media 4,44 5,00 4,50 3,70
3,244
Desv. Tipica 1,71 1,97 2,28 1,57
(0,355)

Tabla 18. Andlisis del nimero de dreas maculares afectas segtin haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis se obtiene un valor del estadistico de
3,244 y una significacion de 0,355; por lo que se concluye que no hay diferencias
significativas entre el nUmero de dreas maculares afectadas de los pacientes de

los cuatro haplogrupos de mtDNA.
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-Tipo de membrana neovascular segun haplogrupos de mtDNA-

Al realizar el analisis del tipo de membrana neovascular segun sd-OCT en cada

haplogrupo de mtDNA se obtienen los resultados de la siguiente tabla.

Haplogrupo (n)
Total
Tipo de membrana HV u JT Otros
Tipo 1 18 8 3 6 35
Tipo 2 15 0 2 0 17
Tipo 3 4 2 2 1 9
Mixta 20 9 5 3 37

Tabla 19. Andlisis del tipo de membrana neovascular seguin el haplogrupo de mtDNA.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado se obtiene un valor del estadistico de
12,498 y una significacion de 0,1871; por lo que se concluye que no hay
diferencias significativas en el tipo de membrana neovascular entre los distintos

haplogrupos de mtDNA.

Tipo membrana neovascular
v TS w3 7 351
v s 11 55,5
B T T a7
. 30
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Gréfico 8. Distribucidn del tipo de membrana neovascular segtn haplogrupos (%).

1 . - .

Debido al gran tamaiio de la tabla (4x4) respecto al tamafio de la muestra, no se cumplen los requisitos de la prueba Chi-cuadrado;
por lo que las afirmaciones que se deriven de la prueba han de ser consideradas como un indicio de lo que realmente se obtendria
en el caso de disponer de suficientes casos en la muestra.
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Analisis estadistico

A continuacion se expondra en analisis estadistico realizado con los datos

obtenidos de nuestra poblacidn a estudio.

-Diferencias del numero de inyecciones entre los halogrupos de

mtDNA-

La tabla 20 muestra la media de inyecciones administrada en un afio de
seguimiento en cada uno de los haplogrupos mtDNA, teniendo en cuenta la

dosis de carga.

Total HV U JT (0]
N2 medio de inyecciones 6,7 6,9 6,4 7,1 6,5
de ranibizumab. (1,7) (1,9) (1,8) (1,5) (1,5)

Tabla 20.Numero de inyecciones de media segtin haplogrupos de mtDNA tras 52 semanas

Tras realizar la prueba de Kruskal-Wallis obtuvimos un valor de p de 0,367,
concluyendo que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre
el niumero anual de inyecciones recibidas en cada haplogrupo mtDNA. Podemos
afirmar, pues, que los distintos haplogrupos recibieron de media un nimero de

inyecciones similar durante las 52 semanas de tratamiento.
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AdiFlorla ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

Poblacion a las 52 semanas de tratamiento:

Se hizo un estudio descriptivo de los pacientes a la 52 semanas de tratamiento,
contando la pérdida de 18 pacientes que se excluyeron por no cumplir criterios.

Analizamos las variables basales para comprobar la homogeneidad de nuevo de

los grupos.
Total HV u JT (0]
N (ojos)/ 76/73 45/45 13/12 10/9 8/7
pacientes

Tabla 21.Numero de ojos/pacientes segun haplogrupos de mtDNA a las 52 semanas.

-Diferencias de género entre los haplogrupos de mtDNA.

Haplogrupos (n)
Sexo HV (V) JT Otros Total
Varon 15 4 4 2 25
Mujer 30 5 8 5 48

Tabla 22 .Distribucién del género en funcién del haplogrupo de mtDNA a las 52 semanas.

Al realizar la prueba Chi-cuadrado se obtuvo un valor de p de 0,691, lo cual
permite afirmar que no hay diferencias significativas de género en de los

pacientes de los cuatro haplogrupos de mt DNA.
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Gréfico 9. Distribucidn comparativa del género en pacientes en estado basal y a las 52 semanas (%).
-Diferencias de edad entre los diferentes halogrupos de mtDNA-
Total HV U JT (0]
Edad media 76,9 (7,5) 76,1 (7,0) 74,8 (8,3) 79,8 (8,4) 72,7 (4,0)

Tabla 23.Distribucién de la media de edad segun haplogrupos de mtDNA a las 52 semanas.

Realizado el Anova de un factor se obtiene un valor del estadistico de 1,173 y

una significacion de 0,329, lo que lleva a afirmar que no hay diferencias

significativas en la media de edad de los pacientes en los diferentes haplogrupos

de mtDNA en la medicion realizada a las 52 semanas.
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Grafico 10. Distribucion comparativade la edad segun haplogrupos mtDNA en estado basal y a las 52 semanas

(%)
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
ot ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

-Diferencias del tipo de membrana neovascular entre los

diferentes halogrupos de mtDNA.

Haplogrupo (n)
Total
Tipo de membrana HV u JT Otros
Tipo 1 14 5 3 4 27
Tipo 2 10 1 2 1 12
Tipo 3 4 2 1 1 8
Mixta 17 5 4 2 29

Tabla 24.Tipos de membrana neovascular segiin haplogrupos mtDNA a las 52 semanas.

Al realizar la prueba Chi-cuadrado en la medicidn de la semana 52, se obtiene

un valor del estadistico de 2,951 y una significacion de 0,966; por lo que se

concluye que no hay diferencias significativas en el tipo de membrana

neovascular entre los distintos haplogrupos de mtDNA a las 52 semanas.

Tipo membrana neovascular
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Grafico 11. Distribucion del tipo de membranas neovascular segin hapogrupos mtDNA en estado basal y a las

52 semanas (%).
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-Evolucion Agudeza visual (AV)-

Num. Letras ETDRS
Agudeza Visual
Media (D.Tip.)

AV basal 46,1 (19,5)
AV 162 semana 55,1 (17,7)
AV 522 semana 53,9 (17,6)

Tabla 25. Agudeza Visual (AV)media medida en nimero de letras en estado basal, a las 16 semanas.

Al realizar una ANOVA de medidas repetidas para comprobar si ha habido un
cambio significativo en la evolucién de la AV se obtuvo un valor de la
significacion del estadistico menor de 0,01. Por ello, se rechaza la hipdtesis de
igualdad de medias y se concluye con que, al menos, hay una medicién con una
media significativamente diferente al resto. Para comprobar cual o cuales de las
medias son diferentes, se procede a realizar las Comparaciones multiples de
Bonferroni, obteniéndose que es la medida basal la que es significativamente
mayor que las otras dos, no habiendo diferencia significativa entre estas dos

ultimas.

Evolucién Agudeza Visual en ndmero de letras ETDRS

AV basal AV tras dosis de carga AV final estudio

Gréfico 12. Andlisis de la evolucidn de la AV media en estado basal, tras la dosis de carga (a las 16 semanas )y
tras 52 semanas.
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Al comprar la AV basal con la AV tras la dosis de carga se obtuvo un valor de
p=0,013 concluyéndose que esta mejoria fue estadisticamente significativa. Al
comparar los valores entre la dosis de carga y las 52 semanas, se obtuvo un
valor de p=0,147, pudiendo concluir que los cambios de visién producidos
durante este periodo no fueron estadisticamente significativos. Al comparar la
AV basal con la AV a las 52 semanas, encontrdramos un valor de p=0,049,
concluyendo que la mejoria experimentada de media tras un afio de

tratamiento fue estadisticamente significativa.

-Tras la dosis de carga:
Un 38,8% ganaron tres o mas lineas ETDRS (215 letras).
Un 13,2 % ganaron entre 21 a 2 lineas ETDRS (entre 6-14 letras).
Un 29,6 % ganaron entre 0y 1 linea ETDRS (0-5 letras)

Un 18,4% perdieron letras en ETDRS.

-Comparando la AV entre basal y la 522 semana, tras las 6,7 (1,7)
inyecciones de Lucentis®:

Un 28,9% ganaron tres o mas lineas ETDRS (215 letras).

Un 11,8 % ganaron entre 21 a 2 lineas ETDRS (entre 6-14 letras).

Un 13,1 % ganaron entre 0y 1 linea ETDRS (0- 5 letras)

Un 19,7 % perdieron entre 1y 5 letras en ETDRS.

Un 26,5 % perdieron mas de 5 letras en ETDRS:
Siendo 15,7% los que perdieron entre 6-14 letras en ETDRS

Siendo 10,8 % los que perdieron 215 letras en ETDRS.



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
& ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

-Hallazgos en tomografia de coherencia éptica (SD-OCT).

Grosor foveal central (GFC):

Grosor foveal (GF) Media en um (D.Tip.)
GF basal 380,6 (99,10)
GF 162 semana 251,1 (69,74)
GF 522 semana 281,5 (98,00)

Tabla 26.Grosor foveal (GF) medio en um en estado basal, a las 16 semana y a las 52 semanas.

Al realizar una ANOVA de medidas repetidas para comprobar si ha habido un
cambio significativo en la evoluciéon del GFC, se obtiene un valor de la
significacion del estadistico menor que 0,001. Por ello, se rechaza la hipdtesis
de igualdad de medias y se concluye con que, al menos, hay una medicién con
una media significativamente diferente al resto. Para comprobar cual o cuales
de las medias son diferentes, se procede a realizar las Comparaciones multiples
de Bonferroni, obteniéndose que es la medida basal la que es
significativamente mayor que las otras dos, no habiendo diferencia significativa

entre estas dos ultimas.

Evolucién Grosor Foveal Central (um)
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GFC basal GFC tras dosis de carga GFC final estudio

Gréfico 13. Andlisis de la evolucidn del grosor foveal media en estado basal), tras la dosis de carga a las 16
semanas y tras 52 semanas.
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Se aprecia una clara mejoria tras la dosis de carga, pues partiendo de valores
iniciales de 380,7 (99,1) um se pasa a 251,1 (69,7) um tras la dosis de carga (162
semana). Esta disminucion de 129,5 um (34% del grosor foveal central) fue
estadisticamente significativa (p <0,001).

El GFC a las 52 semanas fue de 281,5 (98,0) encontrando una p= 0,104 tras
compararlo con el de las 16 semanas. De media, los pacientes han visto
incrementado el GFC en 30,4 um (12%) entre la dosis de carga (162 semana) y
la semana 52, cuyo valor de p indica que este aumento del GFC no fue
estadisticamente significativo. Por lo que podremos concluir que el GFC se
mantiene estable en el primer afio con una media de 6,7 (1,7) inyecciones en
las 52 semanas.

Al comparar el GFC basal con el GFC a las 52 semanas, encontramos que hubo
una disminucidn del grosor de 99,1 um (26%) con una p de <0,001. Por lo que
podremos concluir que, tras un afno de tratamiento, los pacientes mejoraron el
GFCen un 26% respecto al basal, considerandose esta mejoria estadisticamente

significativa.

-Tras la dosis de carga:
Un 39% disminuyeron el GFC al menos un 34%.
Un 56% disminuyeron el GFC entre un 5-34%.

Un 5% disminuyeron el GFC igual o menos del 5 %.

-Comparando el GFC entre la medicidon basal y la de la 522 semana,
tras las 6,7 (1,7) inyecciones de Lucentis®:
Un 16% de los pacientes incrementaron el GFC entre 0y 100 um (0-34%)
Un 40% de los pacientes disminuyeron el GFC entre 0y 129 um (0-34%)
Un 44% de los pacientes disminuyeron el GFC mas de 129 pum (34%).



Grosor macular (GM):

Grosor Macular (GM) Media um (D.Tip.)
GM basal 3.133 (613,23)
GM 16 semana 2.221(392,74)
GM 52 semana 2.316 (598,45)

Tabla 27.Grosor macular (GM) medio en um en estado basal, a las 16 semanas y a las 52 semanas de
seguimiento.

Al realizar una ANOVA de medidas repetidas para comprobar si ha habido un
cambio significativo en la evolucidn del grosor macular se obtuvo un valor de la
significacion del estadistico menor de 0,001. Por ello, se rechaza la hipdtesis de
igualdad de medias y se concluye que hay, al menos, hay una medicién con una
media significativamente diferente al resto. Para comprobar cual o cuales de las
medias son diferentes se procede a realizar las Comparaciones multiples de
Bonferroni, obteniéndose que es la medida basal la que es significativamente
mayor que las otras dos, no habiendo diferencias significativas entre estas dos

ultimas.

Evolucién Grosor Macular (um)

[

or macular basa Grosor macular tras dosis de carga Grosor macular final estudio

Grafico 14. Andlisis de la evolucién del grosor macular medio en estado basal, tras la dosis de carga a las 16
semanas y tras 52 semanas.




Se aprecia una clara mejoria, pues partiendo de valores iniciales de 3133 (613)
pum, tras la dosis de carga (162 semana), se reduce a 2221 (392) um. Esta
disminucién de 912 pm (29,5%) del grosor macular central tras la dosis de carga
fue estadisticamente significativa (p<0,001). El grosor macular a las 52 semanas
fue de 2316 (598) um, encontrando una p= 0,222 al compararlo con las cifras a
las 16 semanas. De media, los pacientes han visto incrementado el grosor
macular en 95 um (4,2%) entre la dosis de carga (162 semana) y la de la semana
52, cuyo valor de p indica que este aumento del grosor macular no es
estadisticamente significativo. Por ello, se puede concluir que el grosor macular
se mantiene estable en el primer afio con una media de 6,7 (1,7) inyecciones a
las 52 semanas. Asi, tras la dosis de carga, los pacientes recibieron de media 3,7
inyecciones en 8 meses.

Al comparar el grosor macular basal con el grosor macular a las 52 semanas,
encontramos que hubo una disminucién del grosor de 816 um, siendo la p
<0,001 por lo que podremos concluir que tras un afio de tratamiento los
pacientes mejoraron un 26% su grosor macular respecto al basal, considerando

esta mejoria estadisticamente significativa.

-Tras la dosis de carga:
Un 56 % disminuyeron el grosor macular al menos un 29,5 %.
Un 38,5% disminuyeron el grosor macular entre 5-29%.

Un 5,5% disminuyeron el grosor macular igual o menos del 5 %.

-Comparando el Grosor macular entre la basal y en la 522 semana, tras las 6,7
(1,7) inyecciones de Lucentis®

Un 85 % de los pacientes mejoraron, disminuyendo el grosor macular.

Un 15% de los pacientes empeoraron, incrementando el grosor macular entre

0-29%.



Grosor por segmentos:

Segmento Grosor medio en | Grosor medio en | Grosor medio en

Estadistico (p)
macular um Basal (SD) um 16 sem (SD) um 52 sem (SD)
TIM 356 (70,9) 247 (60,8) 263 (70,7) 36,9 (<0,001)"
SIM 371(73,3) 266 (64,5) 277 (82,2) 27,2 (<0,001)"
NIM 383 (90,7) 262 (60,2) 300 (79,7) 37,1 (<0,001)"
1M 381 (82,3) 259 (50,1) 277 (66,4) 44,7 (<0,001)”
TEM 306 (63,4) 213 (53,8) 219 (45,5) 43,7 (<0,001)”
SEM 316 (64,5) 231 (55,3) 233 (54,4) 29,5 (<0,001)"
NEM 338 (67,8) 250 (50,0) 264 (59,4) 43,809 (<0,001)"
IEM 331 (76,1) 237 (47,8) 245 (52,8) 42,408 (<0,001)"
" Significativo al 95%.  Significativo al 99%.

Tabla 28.Grosor macular medio en um en cada segmento de OCT en estado basal, a las 16 semanas y a las 52
semanas. TIM: Segmento Macular Interno Temporal; SIM: Segmento Macular Interno Superior; NIM: Segmento Macular
Interno Nasal; IIM: Segmento Macular Interno Inferior; TEM: Segmento Macular Externo Temporal; SEM: Segmento Macular
Externo Superior; NEM: Segmento Macular Externo Nasal; IEM: Segmento Macular Externo Inferior.

Tras realizar ANOVA de medidas repetidas (con empleo de
comparaciones multiples de Bonferroni) se observa que en todos los segmentos
hay un cambio significativo en, al menos, una de las medidas realizadas. Se ha
destacado con letra negrita aquella media que ha resultado estadisticamente
diferente a las otras dos en el posterior andlisis de comparaciones multiples. En
la mayoria de los segmentos es la medida basal la que resulta significativamente
diferente a las otras dos; sélo en “NIM” se observan diferencias significativas de

todas las medias entre si.

Esto significa que, tras la dosis de carga, todos los segmentos
mejoraron, mostrando diferencias estadisticamente significativas entre los
grosores basales (pre-tratamiento) y los grosores a las 16 semanas (post-dosis
de carga). Sin embargo, cuando se compararon los grosores post-dosis de carga
(a las 16 semanas) con los grosores finales (52 semanas) se obtuvo una p no

significativa. Esto quiere decir, que la disminucidon del grosor se mantuvo
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estable, o con cambios no significativos hasta la semana 52 con el tratamiento

pautado.

Si comparamos los grosores basales con los obtenidos en la semana 52,
se encontrdé una diferencia estadisticamente significativa, pudiendo concluir

gue los pacientes tras un aio de tratamiento estaban significativamente mejor.

Sélo en el segmento nasal interno, observamos diferencias
estadisticamente significativas entre el grosor tras la dosis de carga y el
apreciado a las 52 semanas. Esto significa que el grosor del segmento nasal
interno fue empeorando progresivamente, hasta que en la semana 52 las
diferencias con respecto a la semana 16 se consideraron estadisticamente
significativas. Se puede concluir que éste es el Unico segmento que no se

mantuvo estable con el tratamiento y que empeord significativamente.

Grafico 15. Andlisis de la evolucién del grosor medio segin
) segmentos internos (Superior, Nasal, Inferior y Temporal)
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Grafico 16. Andlisis de la evolucién del grosor medio segin
segmentos externos (Superior, Nasal, Inferior y Temporal)
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-Andlisis de la evolucion de la AV segun haplogrupos mtDNA-

La distribucion de la AV segun (n) ojos y haplogrupos mtDNA se resume en la

siguiente tabla:

Haplogrupo

HV (V) JT Otros

AV media basal
44,8 (20,5) | 47,6 (18,4) | 40,8(22,1) | 57,0(19,2)
en letras ETDRS (sd)

AV media 162semana
50,9 (21,7) | 57,1(17,3) | 56,3(22,4) | 60,0 (17,8)
en letras ETDRS (sd)

NUm. letras ganadas entre basal
6,1 9,5 15,5 3
y 16 semanas.

AV media ETDRS 522semana
53,1(18,7) | 60,9 (17,1) 40,0 (9,5) | 57,9(12,9)
en letras (sd)

Num. letras ganadas entre las
2,2 3,8 -16.3 -2,1
16 semanas y las 52 semanas

Num. letras ganadas entre la
8,3 13,3 -0,8 0,9
basal y las 52 semanas.

Tabla 29. Resumen de la evolucion de la AV en estado basal, a las 16 semanas y a las 52 semanas haplogrupos
de mtDNA.

Evolucién de AV segun haplogrupos mtDNA
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Grafico 17. Evolucidn de AV media segun haplogrupos mtDNA.
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COMPARACION DE AV BASAL CON AV TRAS LA DOSIS DE CARGA (16 SEMANAS).

Al comparar la AV de los diferentes haplogrupos mtDNA entre si a las 16
semanas (tras la dosis de carga) mediante la realizacion del estadistico de
Krukal-Wallis obtuvimos un valor de 2,445 con una p de 0,485. Por ello, se
puede concluir que la AV entre los haplogrupos mtDNA a las 16 semanas, no
mostrd diferencias estadisticamente significativas. También se comparé si la
ganancia en letras entre los distintos haplogrupos fueron estadisticamente
significativas, hallandose un valor de p de 0,183 y concluyendo, por tanto, que
no lo fueron.

Al comparar la AV basal con aquella tras la dosis de carga segun los haplogrupos
de mtDNA, obtuvimos unos valores de p que se pueden observar en la tabla 30.
Vemos como la mejoria experimentada por los haplogrupos HV, U y JT si fue

estadisticamente significativa, caso contrario al grupo Otros.

Valor de p

Comparacién AV HV U JT Otros

Basal — 16 semanas 0,593

Tabla 30.Comparacion de AV entre basal y 16 semanas segtin haplogrupos de mtDNA y valor
estadistico (p).

COMPARACION DE AV ENTRE LA SEMANA 16 Y LA SEMANA 52.

En la tabla 31 se pueden observar los valores de p al comparar el cambio de
vision experimentado entre la semana 16 y la 52 para cada haplogrupo. Vemos

como el haplogrupo JT empeord significativamente.



Valor de p

Comparacién AV HV U JT Otros

16 semanas — 52 semanas 0,238 0,44 1,00

Tabla 31.Comparacién de AV entre 16 y 52 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor estadistico (p).

COMPARACION DE AV ENTRE LA BASAL Y LA SEMANA 52.

Al calcular el estadistico Kruskal-Wallis 7,160 que compara la AV entre los
haplogrupos en la semana 52, encontramos una p de 0,0501, afirmando que la
AV encontrada entre los distintos haplogrupos de mtDNA no fue
estadisticamente significativa entre ellos. Sin embargo, vemos como el valor del
estadistico estd muy cerca de la significacidon estadistica, pues se puede
comprobar como la diferencia entre el haplogrupo U y JT fue claramente
diferente. Si vemos la tabla del tamafio del efecto, podemos observar como la
comparacién a las 52 semanas entre el U y el JT es de 0,42.

Sin embargo, como vemos en la tabla 32, al comparar la AV entre basal y a las
52 semanas de tratamiento, vemos como el haplogrupo HV y U mantuvieron

una vision significativamente mejor que la basal.

Valor de p

Comparacién AV HV U JT Otros

Basal — 52 semanas 1,000 0,718

Tabla 32.Comparacién de AV entre basal y 52 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor del estadistico (p).



TABLA CON LOS TAMANOS DE EFECTO POR PARES DE HAPLOGRUPOS

La interpretacion de este

“,n
r

es la siguiente:

Valores en torno a 0,10 = Tamafio del efecto PEQUENO

Valores en torno a 0,30 = Tamafio del efecto MEDIO

Valores en torno a 0,50 = Tamafio del efecto GRANDE

Comparaciones por pares de grupos en cada momento

HV-U HV-IT HV-Otros U-JT U-Otros | JT-Otros
AV en letras (basal) 0,06 0,07 0,21 0,16 0,25 0,38
AV en letras
0,11 0,10 0,16 0,01 0,14 0,05
(16 semanas)
AV en letras
0,15 0,22 0,08 0,42 0,14 0,50
(52 semanas)

Comparaciones por pares de medidas

en cada grupo

Pre — Post Pre — Afio Post — Ao
Grupo HV 0,22 0,14 0,17
Grupo U 0,47 0,25 0,03
Grupo JT 0,49 0,02 0,33
Grupo Otros 0,12 0,27 0,06

Tabla 33.Valor del tamafio del efecto de AV en las comparaciones por pares de medidas por grupo y tiempo.




-Andlisis de la evolucion del grosor foveal central (GFC) segiun

haplogrupos mtDNA-

Haplogrupo
HV U JT Otros
GFC medio basal 391 (94,0) 360 (82,3) 364 (81,9) 370,(82,3)
en um (sd)
GFC medio 16 semanas | 255 (72,2) 250 (84,2) 224 (33,3) 223 (48,0)
en um (sd)
*Diferencia de GFC entre | Reduccién Reduccién Reduccién Reduccién
basal y 16 sem (um). 136,6 109,7 139,4 147,1
Diferencia del GFC (%) 32,3 28,8 37,0 37,9
GFC medio en 52
285 (91,6) 216 (77,3) 368 (123,4) 284 (43,1)
semana
en um (sd)
*Diferencia entre GFC 16
Incremento Reduccién Incremento Incremento
semy alas 52 semanas
29,6 34,2 143,1 60,9
(um).
Diferencia del GFC (%) 10,3 13,6 38,8 21,4
*Diferencia entre el GF C
Reduccién Reduccién Incremento Reduccién
basal y las 52 semanas
106,1 143,8 3,7 86,2
(um).
Diferencia del GFC (%) 27,2 40 1,1 23,2

Tabla 34.Resumen de la evolucién del Grosor foveal en estado basal, a las 16 semanas y a las 52 semanas

segun haplogrupos de mtDNA.
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Grafico 18. Evolucién grosor foveal medio seglin haplogrupos mtDNA.

COMPARACION ENTRE EL GFC BASAL Y TRAS LA DOSIS DE CARGA
(16 semanas).

Al realizar el estadistico de KrusKal-Wallis, hallamos un valor de 1,510,
encontrando una p= 0,680, concluyendo que los haplogrupos de mtDNA
mostraron un GFC tras la dosis de carga similar, sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Si comparamos las reducciones del
GFC entre los diversos haplogrupos, vemos como la p es 0,713, por lo que
podemos concluir que estas disminuciones de grosores entre haplogrupos
tampoco fueron significativos.

Sin embargo, se aprecid una reducciéon del GFC en todos los grupos de
haplogrupos de mtDNA, constatando que estas diferencias si fueron
estadisticamente significativas. En la tabla 35 pueden observarse los valores de
p que confirman dichos resultados.

Concluyendo entonces, que todos los haplogrupos de mtDNA mejoraron de

forma significativa en su GFC tras recibir la dosis de carga.



Valor de p

Comparacién CFC HV u JT Otros

Basal-16 semanas

Tabla 35.Comparacién del GFC basal y a las 16 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor estadistico (p).

COMPARACION ENTRE EL GFC TRAS LA DOSIS DE CARGA Y LAS 52 SEMANAS.

En la tabla 36 vemos los valores de p nos indican que los cambios que se
produjeron en los valores de GFC de media segun haplogrupos durante el
periodo de tratamiento entre la semana 16 y la 52 no fueron estadisticamente

significativos, o sea, se mantuvieron estables durante el seguimiento.

Valor de p
Comparacién CF HV U JT Otros
16 sem - 52 sem 0,472 1,000 0,250 0,245

Tabla 36.Comparacion de Grosor foveal entre 16 y 52 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor del
estadistico (p).

COMPARACION DE GFC ENTRE EL ESTADO BASAL Y LAS 52 SEMANAS:

Al calcular el estadistico de Krustal-Walis, la diferencia entre los GFC de los
diferentes grupos de haplogrupos eran significativamente diferentes entre ellos
a las 52 semanas. Se encontrd un valor de 13,08 con una p de 0,004. Esto nos
permitié concluir que habia diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de haplogrupos mtDNA. Realizadas las correspondientes pruebas, sélo
se han obtenido diferencias significativas entre los diferentes haplogrupos en la

medida del GFC tras un afio: el haplogrupo U resultd ser significativamente



menor que la media de JT. Encontrando una significacion de la comparaciéon JT-
U de 0,010.

En la tabla 37 se pueden observar los valores de p de la mejoria obtenida tras
un afio de tratamiento segln haplogrupos mtDNA. Vemos como HV y U
mejoraron significativamente. Sin embargo, JT y otros no obtuvieron esa
mejoria. Destacar el caso del haplogrupo JT cuyos valores a las 52 semanas eran

muy similares a los basales.

Valor de p

Comparacién CF HV U JT Otros

Basal-52 semanas 1,000 0,582

Tabla 37.Comparacién de Grosor foveal basal y 52 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor del
estadistico (p).



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con

ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

TABLA CON LOS TAMANOS DE EFECTO POR HAPLOGRUPOS

La interpretacién de este coeficiente

Valores en torno a 0,10 = Tamafio del efecto PEQUENO

“,.n
r

es la siguiente:

Valores en torno a 0,30 = Tamafio del efecto MEDIO

Valores en torno a 0,50 = Tamafio del efecto GRANDE

Comparaciones por pares de grupos en cada momento
HV-
HV-U HV-IT U-JT U-Otros | JT-Otros
Otros
GFC basal 0,13 0,08 0,09 0,01 0,06 0,01
GFC 16
0,07 0,12 0,10 0,02 0,06 0,03
semanas
GFC 52
0,28 0,19 0,08 0,46 0,43 0,30
semanas
Comparaciones por pares de medidas en cada grupo
Pre — Post Pre — Ao Post — Ao
Grupo HV 0,51 0,36 0,16
Grupo U 0,40 0,48 0,22
Grupo JT 0,51 0,24 0,41
Grupo Otros 0,56 0,45 0,45

Tabla 38.Valor del tamafio del efecto del Grosor Foveal en las comparaciones por pares de medidas por

grupo y tiempo.
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-Andlisis de la evolucién del grosor macular (GM) segun

haplogrupos mtDNA-

Haplogrupo
HV u JT Otros
GM medio 3.234 (495) 3.083 (426) 3.031 (385) 3.290 (280)
en um basal (sd)
GM medio 16
2.267 (449) 2.152 (387) 2.123 (251) 2.234 (147)
semanas
enum (sd)
*Diferencia de GM
Reduccién Reduccién Reduccién Reduccién
entre prey 16 sem
967,5 930,7 909,8 1056,9
(um).
Diferencia del GM (%) 28,7 (12,1) 30,2 (15,2) 30,2 (5,0) 30,5(9,1)
GM medio 52
2.367 (487) 2.035 (387) 2.949 (684) 2.408 (141)
semanas
enum (sd)
*Diferencia de GM
Incremento Reduccién Incremento Incremento
entre 16 y 52 sem
99,9 117 825,9 174,4
(um).
Diferencia del GM (%) 4,2 5,4 28,0 7,2
*Reducciéon de GM
Reduccién Reduccién Reduccién Reduccién
entre basal y 52 sem
867,6 1047,7 81,9 882,5
(um).
Diferencia del GM (%) 26,8 33,9 2,7 26,8

Tabla 39.Resumen de la evolucién del grosor foveal en estado basal, a las 16 semanas y a las 52 semanas
segun haplogrupos de mtDNA.
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Grafico 19. Evolucidén grosor macular medio seguin haplogrupos mtDNA.

COMPARACION DE GM ENTRE EL ESTADO BASAL Y TRAS LA DOSIS DE CARGA
(16 semanas).

Al realizar el estadistico de Kruskal-Wallis, hallamos un valor de 3,033
encontrando una p=0,387, sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas entre los GM de cada haplogrupo de mtDNA a las 16 semanas.

Sin embargo, podemos observar en la tabla 40 los valores de p al comparar los
GM entre el basal y las 16 semanas segun haplogrupos mtDNA. Vemos como
todos los haplogrupos mtDNA obtuvieron mejorias significativas en sus GM tras

la dosis de carga.

Valor de p

Comparacién GM HV u JT Otros

Basal-16 semanas

Tabla 40.Comparacion de Grosor macular entre basal y 16 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor
del estadistico (p).



COMPARACION DE GM ENTRE LAS 16 Y 52 SEMANAS.

En la tabla 41 observamos los valores de p segun haplogrupos mtDNA durante
el periodo tras la dosis de carga y las 52 semanas. Vemos como las diferencias
en los GM no fueron significativas para los haplogrupos HV, U ni Otros; sin
embargo, vemos como el haplogrupo JT si tuvo diferencias significativas. En este
caso, el haplogrupo JT experimentd un aumento considerable del grosor

macular durante este periodo que si fue estadisticamente significativo.

Valor de p
Comparacion GM HV U JT Otros
16 semanas-52semanas 0,258 0,540 0,248

Tabla 41.Comparacion de grosor macular entre 16 y 52 semanas segun haplogrupos de mtDNA y valor del
estadistico (p).

COMPARACION DE GM ENTRE EL ESTADO BASAL Y LAS 52 SEMANAS

Al calcular el estadistico de Kruskal-Wallis, la diferencia entre los grosores
maculares de los diferentes grupos de haplogrupos eran signficativamente
diferentes alas 52 semanas. Se encontrd un valor de 13,440 con una p de 0,004.
Esto nos permitié concluir que habia diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de haplogrupos a las 52 semanas. Realizadas las
correspondientes pruebas de comparaciones multiples, sélo se han obtenido
diferencias significativas entre los haplogrupos en la medida del grosor macular
tras un afio; en que la media del grupo JT resultd ser significativamente mayor

gue la media de los grupos U.



Vemos los valores de p en la tabla 40 segun haplogrupos mtDNA. Los
haplogrupos HV y U, tras un afio de tratamiento, obtuvieron resultados mejores
significativamente respecto al basal. Sin embargo, los haplogrupos JT y Otros,

tras el tratamiento, no hubo diferencias significativas con los valores basales.

Valor de p

Comparacién GM HV U JT Otros

Basal-52semanas 1,000 0,083

Tabla 42.Comparacién de grosor macular entre basal y 52 semanas segtin haplogrupos de mtDNAy valor del
estadistico (p).

*TABLA CON LOS TAMANOS DE EFECTO POR HAPLOGRUPOS mt-DNA.

La interpretacidon de este “r” es la siguiente:
Valores en torno a 0,10 = Tamafio del efecto PEQUENO
Valores en torno a 0,30 = Tamafio del efecto MEDIO

Valores en torno a 0,50 = Tamafio del efecto GRANDE

Comparaciones por pares de grupos en cada momento

HV- U-
HV-U HV-JT U-JT JT-Otros
Otros Otros
GM basal 0,10 0,14 0,07 0,05 0,25 0,35
GM 16 semanas 0,15 0,03 0,07 0,05 0,22 0,25
GM
0,29 0,25 0,10 0,49 0,46 0,33
52 semanas
Comparaciones por pares de medidas en cada grupo
Pre — Post Pre — Afio Post — Afio
Grupo HV 0,53 0,41 0,22
Grupo U 0,50 0,50 0,13
Grupo JT 0,51 0,19 0,45
Grupo Otros 0,56 0,53 0,45

Tabla 43.Valor del tamafio del efecto del Grosor Macular en las comparaciones por pares de medidas por
grupo y tiempo.



Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
forie ranibizumab en pacientes con DMAE avanzada neovascular.

N

-Clasificacion de la respuesta al tratamiento-

Respuesta funcional: medida en num. de letras de ETDRS:

Respondedores al tratamiento: ganancia de al menos cinco o mas letras
- Tras dosis de carga: haplogrupos HV, U y JT.
- Tras 52 semanas: haplogrupos HV y U.

Pobres respondedores o no respondedores: ganancia de menos de 5 letras.
- Tras dosis de carga: haplogrupo Otros.
- Tras 52 semanas: haplogrupo JT y Otros.

Letras ganadas ETDRS tras dosis de carga. Letras ganadas ETDRS a las 52 semanas.
15,5 13,3
20 95 ?8 8,3 ’
; 3 0,9
0 || . [ 0 L 0,8 —
HV u JT Otos 10 HY v JI—Otros

Grafico 20. Numero de letras ganadas en ETDRS segun haplogrupos de mtDNA tras la dosis de carga y tras 52
semanas de

Respuesta morfoldgica: medida en grosor retiniano en um:

Respondedores al tratamiento: reduccién de al menos el 25% del grosor
retiniano.
En términos de GFC:
- Tras dosis de carga: haplogrupos HV, U, JT y Otros.
- Tras 52 semanas: haplogrupos HV y U.

En términos de GM:
- Tras dosis de carga: Haplogrupos HV, U, JT y Otros.
- Tras 52 semanas : haplogrupos HV, U y Otros.

Pobres respondedores o no respondedores: reduccion de menos del 25% del
grosor.
En términos de GFC:
- Tras dosis de carga: ningln haplogrupo.
- Tras 52 semanas: haplogrupo JT.
En términos de GM:
- Tras dosis de carga: ningln haplogrupo.
- Tras 52 semanas: haplogrupo JT.
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Influencia de los haplogrupos de mtDNA en la respuesta a la terapia intravitrea con
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Gréfico 21. Reduccidn (%) del grosor foveal tras la dosis de carga segtin haplogrupos de mtDNA.
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Gréfico 22. Reduccidn (%) del grosor foveal tras 52 semanas de tratamiento segun haplogrupos de mtDNA.
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Gréfico 23. Reduccidn (%) del grosor macular tras la dosis de carga segun haplogrupos de mtDNA.
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Gréfico 24. Reduccidn (%) del grosor macular tras 52 semanas de tratamiento segtin haplogrupos mtDNA.
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6. DISCUSION:

En la presente tesis analizamos si las diferencias que existen en Ia
respuesta al tratamiento con ranibizumab intravitreo pueden estar asociadas

con la pertenencia a un determinado haplogrupo de mtDNA.

La media de edad de nuestros pacientes con DMAE exudativa se cifré
en 76,917,5 afios, cifra similar a la de otros estudios.”’>>>*® Se ha dividido la
poblacidn a estudio en cuatro subgrupos en dependencia, segln caracteristicas
filogenéticas, del haplogrupo de DNA mitocondrial (mtDNA) al que pertenecian:
HV, JT, U y Otros (los que no fueron ni HV, ni JT ni U). No se apreciaron
diferencias significativas entre la media de edad de los cuatro haplogrupos.

En cuanto a la distribucién por género de los pacientes, se constaté un
mayor numero de mujeres que de hombres, hecho también informado en otros

. 20,22
estudios.

Dicha diferencia se repartia por igual entre los distintos
haplogrupos, sin mostrar significacion estadistica (p=0,691). También se analizé
la posible contribucidn a la enfermedad de otros factores de riesgo, tales como
HTA (p=0,868), el tabaco (p=0,641), |la diabetes mellitus (p=0,21) o la dislipemia
(p=0.648), no encontrandose diferencias significativas entre los haplogrupos.
Respecto a las caracteristicas de la patologia a estudio, tales como la
agudeza visual (p=0,387), grosor foveal (p= 0,426), grosor macular (p= 0,387),
areas de afectacion foveal (p=0,336), areas de afectacién macular (p=0,355) vy

tipo de membrana neovascular (p=0,187), tampoco hubo diferencias

significativas entre los distinitos haplogrupos de mtDNA en estado basal..



Con todos estos datos, podemos decir que la muestra a estudio
presentaba caracteristicas basales similares, y, por lo tanto, partimos de una
muestra homogénea y comparable entre si, por lo que la pertenencia a uno u
otro haplogrupo no implica diferencias significativas en ninguna de las variables

a estudio.

El presente estudio evidencia que la AV basal media de los pacientes al
inicio del tratamiento fue de 46,1+19,5 letras ETDRS, algo mas baja que la de
otros ensayos clinicos como MARINA, % SUSTAIN** 0 EXCITE,* gue hablan de AV
iniciales de 53,6 , 55,8 o0 56,1 letras ETDRS, respectivamente. Sin embargo,

. s . ;. 57,58
estudios en practica clinica real,

similares al nuestro y con una menor
selecciéon de pacientes, refieren AV inferiores y mds cercanas a las aqui
informadas; esto es, entre 32,7 y 49,2.

La ganancia media en términos de AV tras la dosis de carga fue de 9
letras de media y tras 1 afo de tratamiento la media fue de 7,8 letras,
requiriendo un total de 6,7 inyecciones de ranibizumab de media. El estudio
HARBOR, ensayo fase Ill, aleatorizado, multicéntrico y cuyo disefio prospectivo
implicaba el tratamiento con ranibizumab 0,5mg en dosis de carga y PRN
posterior, demostré una ganancia similar de 8,2 letras a los 12 meses y una
media de 7,7 inyecciones en total.”? Otros trabajos en practica clinica real,”
obtuvieron una ganancia de 10 letras tras la dosis de carga y de 7 letras al afio
de tratamiento, con 4,4 inyecciones de media. Por su parte, Williamsy cols.*®
obtuvieron al afio una mejoria de 9,9 letras tras 6,8 inyecciones de media.

Si analizamos el nimero de letras ganado tras la dosis de carga en los

distintos haplogrupos de mtDNA se evidencia que HV, JT y U obtuvieron



ganancias significativas, siendo el grupo Otros el Unico que no mostrd esa
mejoria. Sin embargo, al analizar las AV tras la dosis de carga entre haplogrupos,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,485) entre
ellos.

Si bien el haplogrupo JT, con hasta tres lineas ETDRS de mejoria, fue el
gue mas letras gand de media respecto a los otros haplogrupos. Por contra, el
haplogrupo “Otros” fue el que menor AV consiguié tras la dosis de carga,
obteniendo una ganancia de apenas tres letras de media. Una explicacién
podria ser que la media de AV basal de los pacientes del haplogrupo JT fue la
mas baja (44,8 letras ETDRS) y, por lo tanto, partian con la posibilidad de un
mayor margen de mejoria. Al contrario sucedia con el haplogrupo “Otros”, con
una AV basal superior (57 letras ETDRS) y menor margen de mejora. Esta
caracteristica ya fue descrita en otros estudios mediante andlisis multivariante,
en donde se corrobora que una AV inicial baja al inicio se asocia con una mayor
ganancia visual neta tras el tratamiento®. O lo que se viene en llamar “efecto
techo” y “efecto suelo”, esto es, que aquellos pacientes con mejor AV inicial es
mas probable que vean estabilizar su visén logrando menores mejorias, que
aquellos con peor AV basal. Por otro lado, en los pacientes que parten de
buenas AV iniciales, la probabilidad de pérdida de mas de tres lineas de visidn
es mayor que aquellos con una AV basal baja.61

Al observar el comportamiento visual a las 52 semanas de seguimiento,
se observa una evolucién visual dispar entre los haplogrupos. Vemos como el
haplogrupo U es el que alcanza la mayor AV y el JT la peor, existiendo una
diferencia clinicamente relevante (tamafio del efecto; r=0,42) entre ambos
grupos de hasta 20 letras. Asi, los pacientes del haplogrupo JT experimentaron
un considerable empeoramiento visual respecto a lo ganado tras la dosis de
carga, perdiendo hasta tres lineas del ETDRS y quedando con una AV a las 52
semanas incluso inferior a la basal. Sin embargo, los haplogrupos HV y U

conservaron el numero de letras ganadas tras la dosis de carga e incluso



mejoraron en 2,2 y 3,8 letras respectivamente. Cabe destacar el haplogrupo
Otros, que partia de la mejor AV y, aunque no logré una gran mejoria visual tras
la dosis de carga, si consiguié conservar dicha visién hasta la finalizacién del
estudio.

Uno de los parametros a estudio destacado en otros trabajo es el
porcentaje de pacientes que ganaron mas de 15 letras ETDRS. El 29% de
nuestros pacientes lo consiguieron tras un afio de tratamiento, resultados

comparables con otros estudios de practica clinica real, como el 20% logrado

9 8

por Arias y cols.,” el 30-35% del estudio de Williams y cols.,”® el 33% de

Subramanian®’ o el 33% obtenido en un subandlisis del ensayo MARINA.®
Respecto al porcentaje de pacientes que perdieron menos de 15 letras

desde el inicio del tratamiento, en nuestro estudio fue el 89,2%, algo menor si

. 259,63
lo comparamos con otros estudios

gue emplearon el mismo protocolo de
tratamiento con ranibizumab 0,5mg en PRN y que oscil6 entre 90,3% , 94,5% o
el 95,4% respectivamente.

Hemos de tener en cuenta que entre la dosis de carga y la semana 52
fueron excluidos 18 pacientes por diferentes motivos: asociar otras patologias
oculares concomitantes (tres pacientes); cambiar la terapia de ranibizumab por
otro farmaco anti-VEGF (cinco pacientes); aquellos que desarrollaron una
cicatriz disciforme (dos pacientes); motivos personales y de salud que les
impidieron continuar el tratamiento o no fueron regulares en la asistencia a la
consulta tal y como estaba previsto en el protocolo (ocho pacientes). Sin
embargo, como se ve en el apartado resultados, esto se tuvo en cuenta a la hora
de reevaluar las caracteristicas basales en funcidn de haplogrupos. Esta tasa de
seguimiento del 80,2% tras un afio de tratamiento es similar a la informada en
otros estudios de practica clinica real con el mismo régimen de tratamiento

57,64-66

PRN, que oscilé entre el78,6% y el 87,2%, y en los que se describieron

motivos de pérdida de seguimiento de pacientes similares a los nuestros.



Otra de las variables estudiadas mediante SD-OCT fue el grosor foveal
central (GFC). En nuestro caso, los pacientes partian de espesores medios
mediante SD-OCT en torno a 38099 um. Revisando la literatura, constatamos
gue otros grandes estudios multicéntricos, randomizados y aleatorizados en
pacientes naive con DMAE exudativa presentaban grosores similares, que

oscilaban entre los 340100 um vy los 3861145 um.24’59’67_69

No apreciamos
diferencias significativas entre las medias del GFC entre los diferentes
haplogrupos (p=0,426), por lo que consideramos que los pacientes mostraban
caracteristicas basales similares.

Tras un afio de tratamiento y una media de 6,7+1,7 inyecciones, el GFC
medio disminuyé de 380+99 pm a 281198 um, lo que supone una reduccion del
26%. Otros estudios con idéntico protocolo de tratamiento® informaron una
reduccion de 340 um a 276 um tras 4,4 inyecciones de media. Krebs y cols.®®
hablan de una disminucién de de 365 um a 275 um. Muether publicd a 12
meses una reduccion de de 438 a 322 um tras 6,92 inyecciones de media,®® y
finalmente la reduccién de 162 um descrita por el grupo HARBOR® tras un afio
de tratamiento con 7,7 inyecciones de media.

Tras la dosis de carga, todos los haplogrupos estudiados mejoraron
significativamente su GFC, cifrandose en mas de 100 um la reduccién media y
no hallando diferencias significativas entre haplogrupos a las 16 semanas.

No obstante, al comparar los GFC basales y al final del estudio (a las 52
semanas), dicha disminucion solo fue estadisticamente significativa para los
haplogrupos HV (106,1 um) y U (143,8 um). Por el contrario, el haplogrupo
“Otros”, si bien experimenté una mejoria de hasta 86,2 um, ésta no fue
estadisticamente significativa. Caso diferente fue el de los individuos con

haplogrupo JT, donde la mejoria experimentada tras la dosis de carga no se



mantuvo durante el afio de tratamiento, regresando a valores similares al basal
tras 7,1 inyecciones de media. Similar respuesta se obtuvo en el grosor macular
(GM) como se puede ver en el apartado de resultados.

Al realizar el estudio a las 52 semanas, vemos como el grupo JT fue
significativamente diferente al U tanto en GFC como en GM.

Asi pues, debemos destacar la diferente respuesta en términos de GFC
y GM de los individuos del haplogrupo JT respecto a los demas subgrupos.
Sobretodo las diferencias halladas entre el haplogrupo JT y el U. Una vez
descartadas diferencias en los valores basales que pudieran justificar esta
diferente evolucion, comprobando que recibieron de media el mismo nimero
de inyecciones y que el cumplimiento de los pacientes fue el adecuado, cabe
hipotetizar si los haplogrupos de mtDNA pueden predisponer a una diferente
respuesta a ranibizumab. Ademas de pensar, si el tratamiento de los pacientes
del haplogrupo JT no fue el éptimo y si hubieran respondido mejor al tratarlos
de forma mas intensa o con otro protocolo para lograr resultados similares a

los de los otros haplogrupos.

Los factores que influyen en la respuesta al tratamiento aun no han
sido claramente identificados. Los distintos estudios publicados muestran una
gran variedad de respuestas al tratamiento y de formas de clasificarlas, siendo
dificil predecir los resultados visuales o morfoldgicos de cada paciente a largo

23,70-72

plazo. Se ha visto como una proporcidon de pacientes requieren

inyecciones mensuales y, aun asi, no se consigue eliminar el fluido macular

. . : 25,26
medido con OCT entre inyecciones.

Incluso en los estudios protocolizados y
con buena adherencia al tratamiento, muchos pacientes se muestran

. P ’, . . ;. 5 . . .z
“refractarios” a la terapia intravitrea con antiangiogénicos.” Asimismo, también



existen discrepancias conceptuales respecto a la “refractariedad”,
“recurrencia”, mala respuesta al tratamiento, la catalogacién de no
respondedores, pobres respondedores, respondedores parciales o
respondedores tardios. El hecho es que se ha visto que existen importantes
diferencias interindividuales en la respuesta a un mismo agente anti-VEGF vy,
actualmente, seguimos sin consenso en cuanto a la forma de clasificar la
respuesta 6ptima o la ausencia de respuesta a estas terapias.”

Los dos parametros mas usados a la hora de cuantificar la respuesta al
tratamiento son la AV (respuesta funcional) y el grosor foveal medido mediante
OCT (respuesta morfolégica)eo. Ademds, se ha visto que la respuesta
morfoldgica y funcional pueden no estar correlacionadas entre si.”* Esta
discrepancia anatomo-funcional obliga a combinar ambas variables para
determinar mejor el resultado. El tratamiento con un agente anti-VEGF puede
reducir el liquido retiniano, pero éste puede haber destruido en parte el tejido
retiniano o la propia cicatrizacidon de la membrana una vez inactiva. Asi, aunque
se pueda recuperar el grosor retiniano central con nuevas dosis de farmaco
intravitreo, no se recupera la funcionalidad.*

En este sentido, el Royal College of Ophthalmologists (RCOphths)
elabordé una guia donde se recomiendan ambos pardmetros, funcionales
(medidos en AV) y morfolédgicos (medidos mediante OCT), para guiar el manejo
de estos pacientes.73

Los primeros grandes estudios pivotales publicados, tales como
MARINA? y ANCHOR,”” establecieron la pérdida de menos de tres lineas ETDRS
como criterio para poder hablar de estabilizacion. En aquellos pacientes que
mostraban una pérdida mayor se consideraba la respuesta insuficiente. De los
gue habian tenido una respuesta insuficiente, considerados no respondedores,
el 77% presentaban una pérdida de mas de tres lineas y el 83 % presentaba un

incremento del grosor retiniano central. Mas tarde, otros estudios como
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SUSTAIN?* 0 EXCITE? sugirieron que la respuesta al tratamiento a largo plazo
podia no reflejar siempre el resultado visual obtenido tras la fase de carga.
También Garcia-Layana vy cols.?® destacaron la importancia de definir la
respuesta al tratamiento a corto y largo plazo para individualizar las terapias.

La tasa de respuesta varia segun estudios. Mientras unos hablan de que
el 10% de los pacientes no respondieron a la terapia a los 12 meses,
considerando como tal una AV de 20/200 o peor;20 Suzuki y coIs.,75 en un
estudio retrospectivo de 141 pacientes, constataron hasta un 14,9% de no
respondedores tras 12 meses de tratamiento en términos de AV; llegando a
alcanzar hasta el 17% la cifra de no respondedores en términos de hallazgos
funduscépicos en un estudio llevado a cabo con ranibizumab en pauta PRN
durante 12 meses. En este caso consideraron como no respondedores a los
pacientes que al afio de tratamiento presentaban una AV inferior a 0,2 en la
escala logMar. Siendo los no respondedores a nivel funduscépico los que
presentaban a 12 meses hallazgos exudativos (desprendimiento del epitelio
pigmentario, fluido subretiniano, edema macular o hemorragia) o mostraban
un incremento superior a 100 micras en OCT con respecto a los valores basales.

Yamashiro y colaboradores,”® observaron que el 14% de los pacientes
eran no respondedores, considerando que no hubo una mejoria significativa de
la AV al afio de tratamiento. Kruger Falk y cols.”” informaron de un 15%. Un
estudio recientemente publicado, defiende la clasificacion de respondedores o
no respondedores al tratamiento tras la dosis de carga, e identifica a los
respondedores como aquellos que mejoraron su agudeza visual respecto a la
basal y como no respondedores aquellos que no mejoraron o incluso
empeoraron, sin tener en cuenta el componente retiniano para su diagndstico.
Sin embargo, afirman que la evaluacion tras la dosis de carga puede ser
demasiado precoz a la hora de predecir respuesta a largo plazo.78

Por su parte, Amoaku y cols.” propusieron definir la respuesta al

tratamiento en varios tipos: buena, parcial, pobre o no respuesta tomando
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criterios funcionales y morfolégicos. Considerando como no respuesta o
pacientes refractarios al tratamiento a aquellos que no presentaban cambios o
incluso experimentaron un incremento en el grosor retiniano central, presencia
de fluido subretiniano o intrarretiniano. A nivel funcional, la no respuesta la
catalogaron como empeoramiento de la visidn respecto a la basal. No obstante,
establecieron ademas dos momentos de la evaluacién para medir esa
respuesta. Definieron una respuesta primaria después de la dosis de carga de
antiangiogénico (a las 4 semanas desde la ultima inyeccion de la dosis de carga)
y la respuesta secundaria o de mantenimiento o a largo plazo (entre la semana
16 y 52), y afirmaron que la respuesta primaria no es siempre predictiva de la
secundaria y que una proporcion de pacientes evolucionan sin mostrar una
correlaciéon con la respuesta primaria. De hecho, estudios como ANCHOR,”
MARINA,” PIER,%® SUSTAIN** 0 EXCITE* ya habian sugerido que la respuesta al
tratamiento a largo plazo no siempre refleja los resultados obtenidos tras la fase
de carga.79 Recientemente laconoy cols.®* han definido a los no respondedores
de acuerdo con una categoria funcional (empeoramiento de al menos 2 lineas
de ETDRS) y anatédmicos (no hay una disminucién del espesor de al menos el
10% respecto a la cifra basal).

En el presente estudio hemos considerado ambos parametros -AV y
grosor retiniano- a la hora de clasificar a nuestros pacientes, explorando la
respuesta terapéutica en dos momentos concretos: tras la dosis de carga
(respuesta primaria o a corto plazo, a las 16 semanas del inicio del tratamiento)
y tras un afo de seguimiento (respuesta secundaria o a largo plazo, a las 52

semanas del inicio del tratamiento).



Respuesta funcional: medida en numero de letras de ETDRS:

-Respondedores al tratamiento: ganancia de al menos 5 o mds letras

-Pobre respondedores o no respondedores: ganancia de menos de 5 letras.

Respuesta morfoldgica: medida en grosor retiniano en um:

-Respondedores al tratamiento: reduccion de al menos un 25% del espesor
retiniano.
-Pobres respondedores o no respondedores: reduccion inferior al 25% del

espesor retiniano.

Atendiendo a nuestra clasificacion, en cuanto a la respuesta funcional,
tras la dosis de carga, los haplogrupos HV, JT y U respondieron a la fase de carga
con anti-VEGF. Tras las 52 semanas de tratamiento, sélo podemos considerar
respondedores al tratamiento los haplogrupos HV y U, siendo no
respondedores en este punto del estudio tanto el haplogrupo JT como “Otros”.

En cuanto a la respuesta morfoldgica, tanto en términos de grosor
retiniano foveal o macular, todos los haplogrupos redujeron de media mas de
un 25% su espesor retiniano tras la dosis de carga, siendo catalogados todos los
haplogrupos como respondedores. Sin embargo, a las 52 semanas del inicio del
tratamiento sélo los pacientes de los haplogrupos HV y U mantuvieron esa
reduccidn y, por lo tanto, se consideraron respondedores.

Sin embargo, los pacientes del haplogrupo JT volvieron a grosores
foveales y maculares similares a los basales, por lo que deden ser considerados
no respondedores tras un afio de tratamiento.

En nuestro caso, vemos como la respuesta primaria no fue sinénimo de
la respuesta secundaria, y que la respuesta funcional no siempre se
correlaciond con la respuesta morfolégica. El 10,4% de los que no respondieron
tras la fase de carga si lo hicieron tras los 12 meses de tratamiento en pauta
PRN.% Otros autores hablan de que, aproximadamente, el 70% de los pacientes

gue inicialmente fueron clasificados como no respondedores “anatémicos”,



fueron reclasificados como respondedores durante el seguimiento. Asimismo,
el 50% de aquellos clasificados como no respondedores funcionales fueron
reclasificados como respondedores. Y sélo un 4% fueron catalogados como
“respuesta no completa” tras no responder tampoco a largo plazo.81 Podemos
observar como las definiciones de respuesta al tratamiento que da la literatura
es amplia y diversa.

Con estos resultados demostramos que los pacientes se comportaron
de diferente manera tras un afo de tratamiento segln su haplogrupo de
mtDNA. Quizad si hubiésemos sabido a priori que los pacientes JT iban a
responder peor, hubiésemos aumentado el nimero de inyecciones o realizado
un tratamiento en régimen mensual. Por lo que en nuestro caso, la pertenencia
a uno u otro haplogrupo si podria definirnos la respuesta al tratamiento y quiza
servirnos como factor a tener en cuenta antes de plantearnos la pauta de

tratamiento a seguir.

Ya desde los primeros estudios en pacientes con DMAE neovascular en
tratamiento con farmacos anti-VEGF se intentd relacionar la diferente

17,82 A .
Asi, en

respuesta al tratamiento con el subtipo de membrana neovascular.
2006, Jonas y cols.®® evaluaron si existian diferencias en cuanto al prondstico
funcional a tres meses en los diferentes subtipos de membranas neovasculares
tratadas con una Uunica inyeccidn de bevacizumab. Obtuvieron ganancias
medias de 0,4+2,5 lineas ETDRS, similares en todos los subtipos neovasculares
sin existir ninguna correlacion entre el tipo de membrana neovascular y la
respuesta terapéutica. No obstante, tras los resultados de los estudios

MARINA? y ANCHOR,”” se vio que los pacientes con neovascularizaciones (NVC)

tipo 1 presentaban una mejor AV basal que las NVC tipo 2 y, sin embargo,



conseguian menores ganancias visuales. Esta reducida mejoria funcional se
. , . . .. 84 . .

atribuyd a un efecto negativo del tratamiento fijo.” Las lesiones NVC tipo 1 se

han asociado, clasicamente, con una mayor estabilidad en su curso y un mejor

Lo . 13,84
prondstico visual.

Por el contrario, las lesiones tipo RAP o NVC tipo 3 se
relacionan con un curso mads agresivo, asociado a exudaciéon y hemorragias

. .. 85
recurrentes, y con una mayor tasa de bilateralizacion.

Uno de los estudios con mayor tiempo de seguimiento fue el publicado
por Mrejen Sy cols., % gue realizaron un subandlisis de los resultados obtenidos
segun los diferentes tipos neovasculares. Concluyeron que las NVC tipo 1
conseguian una ganancia visual que se mantenia al finalizar el seguimiento. En
el resto de lesiones se apreciaba una ganancia inicial seguida de un deterioro
visual progresivo a partir de los 18 meses. Por todo ello, concluyeron que, a
pesar de que las NVC tipo 1 parecian necesitar un mayor nimero de
inyecciones, a largo plazo presentaban mejores visiones que el resto de
lesiones. Ademas, en un subanalisis del estudio CATT,87 las
neovascularizaciones tipo RAP (diagnosticadas segun criterios Unicamente
angiograficos), a pesar de recibir un menor nimero de inyecciones que el resto
de lesiones en el grupo PRN, presentaban mayores ganancias visuales y mayor
reduccion del grosor central en la OCT al final del primer afio. Sin embargo, los
resultados a 2 afios mostraron que finalmente el deterioro visual del subtipo
RAP se igualaba al resto de procesos neovasculares. En nuestro caso, y de forma
similar a otros estudios, encontramos un mayor nimero de membranas tipo 1
y aunque analizamos el tipo de membrana neovascular que presentaban
nuestros pacientes a priori, no se encontraron diferencias significativas entre

los haplogrupos.



Se habla de predictores de respuesta terapéutica, atribuyéndose la
respuesta a largo plazo del tratamiento a la mala funcién visual inicial, la mayor
edad al diagndstico, la pobre respuesta tras la dosis de carga y la extensién de
las dreas de afectacion retiniana.*® En nuestro estudio se han analizado todos
estos factores en relacidn con el haplogrupo mtDNA de pertenencia, sin
encontrar diferencias significativas.

Por otro lado, la literatura habla de otros factores clinicos que pueden
afectar la respuesta terapéutica a largo plazo, como la cronicidad de la
enfermedad, que produce aciumulo de citoquinas, inflamacion crénica y altos
niveles de VEGF en el tiempo.79 Estas causas metabdlicas como posibles
factores modificadores de la respuesta, provocan diferencias en la absorcién
del farmaco, distribucion de su metabolismo o disminucion de su efectividad.
En este sentido, pueden incluirse los receptores celulares o las alteraciones en
la regulacién de las citoquinas. La resistencia a las terapias antiVEGF en cancer
estd bien estudiada y reconocida, creyendo ser debida en esos casos a sefiales
angiogénicas.go_92

Se han descrito multiples genes nucleares que podrian predecir el
desarrollo de la enfermedad, e incluso se han descrito marcadores genéticos
como posibles predictores individuales de la respuesta a la terapia
antiangiogénica. Se ha intentado identificar genes nucleares como algunos
SNPs del CHC asociados a una peor respuesta terapéutica, asi como formas

. . 89,93
mas severas de DMAE exudativa,

sobre todo en pacientes homocigotos con
respecto a los heterocigotos. Otros autores, han asociado el genotipo CC
rs1061170 de CF a una mejor respuesta a tratamiento.” Hay algunos estudios
gue han tratado de asociar determinados factores genéticos nucleares a la

- . %
respuesta a la terapia intravitrea.



La teoria que proponen algunos de estos autores sostienen que
determinados patrones genéticos pueden modular el estrés oxidativo y los
procesos inflamatorios a través de proteinas especificas y podrian,
potencialmente, desarrollar lesiones clinicamente diferentes, comportandose
de una forma mds o menos agresiva y responder de forma diferente a un mismo
tratamiento. También que deberia tenerse en cuenta que los resultados en
estudios de practica clinica real son peores, pues es menos rigurosa la
adherencia al tratamiento; y en este sentido que en la vida real los pacientes
con factores de riesgo genéticos puedan ser mas vulnerables y peores

. . o .93
respondedores a los anti-VEGF, requiriendo una adherencia mds estricta.

En nuestra muestra de poblaciéon caucdsica autdctona de Aragon,
analizamos los haplogrupos mas frecuentes: HV, U y JT. Encontramos un 58%
con patrén HV, un 19% con patrén U, un 12,2 % con patrén JT y un cuarto grupo
de pacientes que no fueron ni HV, ni U, ni JT (10,2%) a los que englobamos en
el grupo Otros. Estudios poblacionales de haplogrupos mitocondriales en
nuestro pais, muestran similares resultados,95 encontrando entre el 56,6-59,1%
de HV, 19,1-22,6 % de U y 13-15,9% de JT. Si comparamos nuestros resultados
con otros estudios poblacionales a nivel mundial, podemos comprobar como
nuestra muestra tenia caracteristicas similares a las atribuidas a la poblacién
europea, encontrando el mayor porcentaje de pacientes con el haplogrupo H,
pues se considera el mas frecuente en la poblacién caucasica de Europa
occidental.®® Richards y cols.” hallaron un 47% de HV, 21,9% de U y 18,7 de JT.
Jones y cols.,* en poblacién caucdsica australiana de pacientes con DMAE,
encontraron un 42,9% de H, seguido de un 19% de JT y un 14,2 % de U.
Observamos como nuestra muestra presenté un patrdn similar a otros estudios

publicados en relacién a la distribucion de los haplogrupos. No encontramos
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diferencias significativas entre haplogrupos respecto a los parametros
estudiados como edad, sexo, HTA, tabaquismo, diabetes mellitus o dislipemia.
En cuanto a las caracteristicas clinicas de la DMAE exudativa, no encontramos
diferencias entre haplogrupos en cuanto al tipo de membrana, el drea de
afectacidn retiniana o la afectacidn foveal al diagndstico, asi como en la AV,
grosor macular o foveal medido por OCT al diagndstico. Sin embargo, si
encontramos diferencias entre haplogrupos en la evolucion de la enfermedad
al ser tratados en mismas condiciones con la terapia antiVEGF (ranibizumab).
Los individuos del haplogrupo JT, tratados durante un aino con este farmaco,
mostraron valores de grosor foveal central (GFC) y valores de agudeza visual
similares a los anteriores al tratamiento a diferencia del resto de haplogrupos.
Adem3s, los individuos del haplogrupo U mostraron valores de GFC a los doce
meses significativamente mds bajos que los del haplogrupo JT y también
significativamente mas bajos que sus valores antes del tratamiento.”®

El tema de la presente tesis, recientemente publicado, es el primer
trabajo en la literatura médica que determina que el fondo genético del DNA
mitocondrial (mtDNA) puede jugar un papel importante en la diferente
respuesta al tratamiento con ranibizumab que experimentan los pacientes con
DMAE exudativa.

Se ha hablado del efecto saturacidn del tratamiento con inyecciones
de ranibizumab estimando que se produzca entre 6,8 y 7,2 inyecciones.99 En
este sentido, se ha hablado también del término taquifilaxia que describe una
disminucién en la respuesta a un farmaco después de su administracion y que
no se puede superar aumentando la dosis.'® Se atribuye este hecho a que con
el uso de estos farmacos anti-VEGF se puede desarrollar tolerancia
farmacocinética y farmacodinamica durante el tratamiento y puede ser causada
por un cambio en la expresion de VEGF y de sus receptores.100 Podriamos pues
atribuir el mayor nimero de inyecciones a casos refractarios o que ya no

responden bien al ranibizumab buscando asi otros enfoques.
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Como ya hemos comentado en la introduccion, los haplogrupos de
mt-DNA describen grupos de genotipos de mtDNA relacionados
filogenéticamente. Combinaciones particulares de polimorfismos de poblacién
de mtDNA que definen los haplogrupos de mtDNA y tienen comportamientos
metabdlicos diferentes. Este mtDNA no solo codifica las subunidades del
sistema de fosforilacidn oxidativa (OXPHOS): 7 del complejo respiratorio | (Cl) -
p.MT-ND1-6y 4; 1 del complejo respiratorio Il (Clll) - p.MT-CYB; 3 del complejo
respiratorio IV (CIV) - p.MT-CO1-3; y 2 de la ATP sintasa (CV) - p.M-ATP6,8.
También codifica los RNA necesarios para su expresidon. Entonces, estas
variantes genéticas definitorias de cada haplogrupo afectan la funcién del
sistema OXPHOS.

Nuestros hallazgos sobre la asociacion de haplogrupos de mtDNA y
el resultado de la terapia con ranibizumab en DMAE podrian atribuirse a la
hipotesis de una relacion entre la capacidad de OXPHOS vy la concentracion de

VEGF en los diferentes haplogrupos.

8. Sistema OXPHOS y angiogénesis.

-Los inhibidores de OXPHOS aumentan la angiogénesis-

Se ha demostrado que el tratamiento de los pericitos
microvasculares del cerebro humano con el inhibidor del CIV cianuro dio lugar

a una mayor expresion de VEGF.'

Este inhibidor aumentd la produccién de
proteina VEGF en la linea celular monocitica U-937 humana.’® También se ha
visto que el tratamiento previo in vitro de células estromales derivadas de tejido
adiposo humano con inhibidores de Cl, rotenona o de Clll, antimicina,
incrementd la secrecion de VEGF y, después de su inyeccidn en ratones, la

103

puntuacién angiografica y la densidad capilar.” El inhibidor de CI ,1-metil-4-
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fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), se usa frecuentemente para modelar la
enfermedad de Parkinson. Este compuesto aumenté el nimero de neuronas
gue expresan VEGF y el nimero de vasos sanguineos en la sustancia negra de
monos parkinsonianos.104

Asi pues, se ve como una disfuncidon mitocondrial o menor actividad
mitocondrial debida a inhibidores de OXPHOS eleva los niveles de VEGF. Como
ya hemos comentado, existe una diferente funcion de OXPHOS segln el
haplogrupo de mtDNA de pertenencia, podriamos deducir que la pertenencia a
un determinado haplogrupo podria ser un factor predisponente a una diferente

tasa de expresién de VEFG y, por lo tanto, diferente respuesta a la terapia anti-

VEGF.

-Las mutaciones en las subunidades de OXPHOS aumentan la
angiogénesis-

Por otro lado, también se ha demostrado que las mutaciones en
subunidades del complejo Il (Cll) respiratorio codificado por nDNA dieron como
resultado una actividad disminuida de la Cll, una mayor expresion del mRNA de
VEGF y una estimulacién de la via angiogénica de los tumores de paraganglioma

105,106 L . .
De manera similar, las mutaciones en una subunidad

y feocromocitoma.
del Clll codificada por nDNA también disminuyeron la funcién de OXPHOS vy
aumentaron la expresién de mRNA y proteina de VEGF en células HEK293 de

07y también

rifidn embrionario humano transfectadas con mutantes UQCRB.
se ha demostrado que las células de hepatoma SK-Hepl humanas que carecen
de mt-DNA, células rho0, expresan mds mRNA y proteina VEGF que las células
parentales con mtDNA, células rho +. Ademads, el medio acondicionado de estas
células rho0 aumenté la formacion de estructuras tubulares a partir de células
endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) y nuevos vasos sanguineos

. . 108
en ensayos de membrana corioalantoica.
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Como ya hemos comentado en otros apartados, se usan lineas
celulares transmitocondriales, hibridos citopldsmicos o cibridos para vincular
con confianza un fenotipo de mtDNA. Estas células comparten el nDNA y
difieren en su mtDNA. Al usar este modelo, se demostré que los cibridos
producidos a partir de células de carcinoma de pulmdn de ratén, que albergan
una mutacion de Cl y tienen un defecto de OXPHOS, mostraron un aumento en
los niveles de mMRNA y proteina de VEGF y una mayor actividad para inducir la
neoangiogénesis que aquellos sin mutacién de mtDNA, 1!

En pacientes con miopatias mitocondriales atribuibles a mutaciones de
mtDNA heteropldsmicas, en las que el mtDNA mutado y de tipo salvaje
coinciden, los niveles capilares musculares fueron el doble que en los sujetos
sanos sedentarios y el area capilar fue mayor en pacientes con los defectos
OXPHOS musculares mas graves. Ademas, también se demostré que, dentro de
cada paciente, el area capilar era mas de dos veces mayor alrededor de los
segmentos de fibra muscular con una funcién defectuosa en comparacion con
la funciédn OXPHOS mds preservada. La funcién OXPHOS inferior o superior
probablemente refleja un porcentaje mayor o menor de mutacién patoldgica
del mtDNA, respectivamente. Por lo que parece claro, que la expresion de VEGF
es paralela a la distribucion capilar.112 Ademads de los musculos, la proliferacion
vascular es una caracteristica de los defectos mitocondriales en otros tejidos,
especialmente en el sistema nervioso central de pacientes con sindrome de
Leigh (LS). La base genética del LS es muy diversa y las mutaciones que causan
esta enfermedad se han definido en los genes codificados con mtDNA y nDNA.
Estos genes estan asociados principalmente con la funcion OXPHOS.'*?

Mas relacionada con la visidn, la microangiopatia del disco éptico se ha
descrito como una caracteristica oftalmoscdpica tipica en el estado
asintomatico y agudo de individuos que albergan mutaciones de neuropatia
Optica hereditaria de Leber (LHON). LHON es un tipo de ceguera que resulta de

la disfuncién y pérdida de las células ganglionares de la retina (RGC). Este
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trastorno se debe principalmente a mutaciones patoldgicas en los genes de
mtDNA que codifican las subunidades del Cl. Curiosamente, el haplogrupo J de

mtDNA aumenta el riesgo de LHON.**

Se ha demostrado recientemente que,
cuando la densidad del vaso capilar peripapilar se normaliza para el grosor de
la capa de fibra nerviosa de la retina, la red vascular en los sectores temporales
aumenta en portadores de mutacidon de LHON no afectados. Esta observacion
sugiere que las consecuencias metabdlicas de la insuficiencia mitocondrial
probablemente producen una respuesta vascular compensatoria, que afecta
- . . 115
principalmente el drea del haz papilomacular.
Todos estos resultados parecen sugerir que la deficiencia de OXPHOS
promueve la angiogénesis. Para evitar el efecto de saturacion del tratamiento
_ . . 116 ;
con ranibizumab, para reducir su costo excesivo " y los efectos secundarios

: 117 . -
potenciales moderados,”™" tal vez la estimulacién con OXPHOS reduzca la

angiogénesis y se pueda usar como una posible terapia coadyuvante.

-La angiogénesis patoldgica es caracteristica de alteraciones en el
sistema OXPHOS-

Una angiogénesis patoldgica se ha visto en una gran cantidad de

118,119 120,121 122,123

enferemedades, tanto oculares como reumaticas asi como en

. 124 . . . .
el cancer,” pudiendo compartir todas estas una misma causa comun: la

125-127

hipoxia como estimulo precipitante. Se sabe que ante la hipoxia crénica

128-130 .
encontrandose

se produce una represion de la respiracidn mitocondrial,
alteraciones mitocondriales en muchas enfermedades con procesos
L 31 . .

angiogénicos.”" A diferencia de los tumores vasculares, en los tumores no

vasculares se ha encontrado una alta expresién de proteinas asociadas a

OXPHOS y a la biogénesis mitocondrial, observando que el metabolismo
- . . . 132,133

energético mitocondrial es diferente entre ambos.

El EPR en pacientes con DMAE muestra una disminucidon en el nimero

y el drea de las mitocondrias en comparacidn con los controles. Asi como una
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menor tasa de consumo de oxigeno a nivel mitocondrial en pacientes con DMAE
en comparacion con controles.”* Quiza una disfuncién en el sistema OXPHOS
pueda incrementar la angiogénesis ya patoldgica por la propia enfermedad,
entonces la variacion de OXPHOS asociada a los haplogrupos de mtDNA puede
ser un factor de susceptibilidad/resistencia para algunos aspectos de estas
enfermedades relacionadas con la angiogénesis. De hecho, esta informado
como la capacidad de OXPHOS de los cibridos JT es mas baja, con menor

produccidn de ATP.'®

Este haplogrupo parece ser factor de susceptibilidad para
desarrollar DMAE como se ha reportado en diferentes estudios ya comentados
en esta tesis. En nuestro trabajo, individuos con DMAE exudativa con este
haplogrupo han demostrado una peor respuesta al tratamiento con terapia con
ranibizumab. Por otro lado, el haplogrupo U parece ser resistente al desarrollo

de retinopatia diabética proliferativam’\’137

e individuos del haplogrupo U con
DMAE exudativa han demostrado una mejor respuesta al tratamiento con
ranibizumab en nuestro estudio.

Estos resultados sugieren que la funcién OXPHOS pueda estar alterada

en la DMAE en diferente grado segun el haplogrupo mitocondrial y que de ésto

dependa algunos factores angiogénicos de la enfermedad.

-Mejorar la funcion de OXPHOS reduciria la angiogénesis-

Si los mecanismos subyacentes de las enfermedades con una
angiogénesis patoldgica estan relacionados por una disfuncidn en el sistema
OXPHOS, las terapias frente a este factor podrian ser Utiles para todas ellas. Por
lo tanto, las intervenciones para mejorar la funciéon del sistema OXPHOS
tendrian aplicaciones clinicas generalizadas que podrian utilizarse en diferentes
enfermedades con sustrato patoldgico en la angiogénesis.

Se han desarrollado dos tipos principales de farmacos

antiangiogénicos: anticuerpos monoclonales (mAB) o moléculas relacionadas
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dirigidas al VEGF o el dominio extracelular de su receptor; e inhibidores de la
tirosin kinasa (TKI) dirigidos a los dominios de quinasa intracelular de VEGF.
Recientemente se ha demostrado que moléculas relacionadas con mAB
aumentaron la tasa de respiracidn en células epiteliales 19 del EPR del adulto

(ARPE-19).1%®

Ademds también se demostré que el metabolismo del tumor se
reprogramo en respuesta al TKI, con aumento del metabolismo mitocondrial. El
tejido tumoral tratado con TKI tenia una tincidn para CIl muy intensa y su
capacidad respiratoria era mayor que la del tejido tumoral tratado con
control.*

En la bibliografia ya se han propuesto varios compuestos que actuan
frente a diferentes objetivos celulares para aumentar la biogénesis

114

mitocondrial.”™ Algunos de estos compuestos también son beneficiosos para

disminuir los procesos angiogénicos patoldgicos. Los polifenoles y las

116,117

tiazolidindionas inhiben la angiogénesis ocular. En este contexto, la

guercetina inhibid la formacién de tubos de la linea celular endotelial retina

. . 140-141
coroides-retina

y la formacién de neovascularizacién coroidea inducida
. 142 . . ™ .

por ldser en ratas.”~ Quizd estos compuestos podrian utilizarse junto con los

farmacos antiangiogéncos como adyuvantes en enfermedades con

angiogénesis patoldgica que tuvieran determinados haplogrupos de mtDNA de

alto riesgo para su desarrollo.
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9. Limitaciones del estudio.

La primera limitacion fueron las caracteristicas ambispectivas del
mismo. Los pacientes fueron reclutados tanto en el momento del diagndstico
como iniciada la terapia con ranibizumab, siempre que cumplieran los criterios
de inclusion y no exclusién. Fueron seguidos en el tiempo y los resultados
analizados retrospectivamente tras 52 semanas de tratamiento.

Por otro lado, no se influyd en el régimen de tratamiento ni en la forma
de administrarlo, pues en este caso se realizé6 pauta PRN tal como estaba
protocolizado por el servicio en el momento de llevarse a cabo el estudio. Dicho
régimen, no proactivo, esta consensuado y aceptado por las guias clinicas para
esta patologia. Se mantuvieron criterios estrictos para la permanencia de los
pacientes en el estudio, y de no cumplirse, se descartaron del estudio, para
mantener la homogeneidad. Por esta razén reanalizamos la muestra a las 52
semanas, para tener en cuenta la pérdida de los sujetos durante el seguimiento.

Otra de las limitaciones es el tamafio muestral. En este caso fue un
proyecto elaborado en coordinacién con el Departamento de Bioquimica y
Biologia Molecular y Celular, donde se fijaron fechas acotadas de reclutamiento
de pacientes para el anadlisis del DNA mitocondrial. Debimos obtener en un
plazo determinado el mayor nimero de pacientes con DMAE humeda que
cumplieran criterios de inclusidn y no exclusion y que aceptaran participar en el
estudio. Al clasificar la muestra en subgrupos en funcion de los haplogrupos,
obtuvimos una disminucién relativa del tamafo (n) en cada uno de los grupos,
que posteriormente fueron analizados. Sin embargo, se mantuvo la
proporcionalidad de la prevalencia de estos haplogrupos similar a la encontrada

en la literatura médica.
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7. CONCLUSIONES

PRIMERA. Un afio de tratamiento con ranibizumab en régimen PRN en
pacientes con DMAE avanzada exudativa naive constituye una opcidn
terapéutica eficaz para mejorar la evolucién de la enfermedad y obtener

ganancias funcionales y anatémicas.

SEGUNDA. No se ha observado que los pacientes presenten diferencias en las
variables a estudio (factores de riesgo, demograficos o forma clinica de

presentacién de la enfermedad) en estado basal segiin su haplogrupo mtDNA.

TERCERA. Tras la dosis de carga, todos los haplogrupos de mtDNA fueron
respondedores al tratamiento, tanto en términos anatdmicos como
funcionales. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

haplogrupos de mtDNA de pertenencia.

CUARTA. A las 52 semanas de tratamiento, los haplogrupos HV y U se
comportaron como respondedores al tratamiento con ranibizumab, tanto en

términos funcionales como anatémicos.

QUINTA. A las 52 semanas de tratamiento, el haplogrupo JT se comporté como

no respondedor al tratamiento, ni en términos funcionales ni anatémicos.
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SEXTA. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la respuesta
funcional (AV) obtenida entre haplogrupos de mtDNA a las 52 semanas de

tratamiento.

SEPTIMA. Si hubo diferencias estadisticamente significativas en la respuesta
anatomica (GFC y GM) entre haplogrupos de mtDNA a las 52 semanas de
tratamiento: El haplogrupo JT se comportd significativamente peor que el

haplogrupo U.
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8. ANEXOS.

Hospital Clizico Usiversitario “'Lozans Bless|” Departamente de Bloquimica, Biologia Molecslar
Servicio de Oftalmologia y Celular. Universidad de Zarageza
Zaragoza

Datos del pacicate:

Apellidos
Nombee

Sexo N
B e 1T T
Dmsilio wovooomeoe e

N = S

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBAS GENETICAS Y
MOLECULARES EN EL ESTUDIO DE LA DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD
(DMAE)

Médico =i — S [ Y ————————

El DNA mitocondrial (=tDNA) ex el material gesético localizado o= ¢l interior de las mitoccadrias. Estos genes
won exclusivamente beredados por via materna. El mtDNA incluye 37 genes cuys cxpresion e seccearia para sna
peeduccibn <hicicse de coergia en ln cilula. Ademia, oo procesos cchlares wa deperdicien del corecio

de las dGificadax por dickes genes. Entre lov seres humanos se peeden encontrar
diferencias en eatos genex
Sc pectende estudizr codmo laa i &ti i driales poeden inflexr en o dearrollo de la

Degeneracion Macular Asociada 2 la Edad

Para cllo, los pacientes seleccicaados deberin donar 3¢ mancra vokntaria wna mucra de sangre con la que ac

lizaris azdlisis genéticos en ol amb lado del lab,
Coafidencialidad
La participacién y Jou renskaden del extudio seein sbuol fidenciales. Se garantiza ¢l amonimate de lox
pasticiy Ia uti e wn cidigo perscaal pars cada mucsira

Sélo el equipe mvestigador tended acceso 2 esta mformacidn, aungue w podri publicar xin la destificaciéa de Jox
pacientes.

Declaraciones y firma

Yo, e - E— con DNT ..

Declaro qes be sido imformado del propéuito del cxtedio y be tenido la poxibilidad e hacer pregestas para so
coerecta compressia.

Estiendo que =i participacién ex voluntaria y no da, y o€ que o= cuslquicr memento poedo revocar mi

coascstimiento.

Sc me ha iformado que tengo derecho a decidir i qeicre wber © no ol revskado e las pruchax en e caw de que
haya algiin dato relevante

E= doy mi

Firmaz del pacicate Firmaz del médico
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Hospital Clinico Universitario “"Lorano Blesa™
Servicie de Oftalmologia
Zaragoza

Dates del pacicate:

Fecka de

N Historia

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE DATOS DE LA
HISTORIA CLINICA EN EL ESTUDIO DE LA DEGENERACION MACULAR ASOCIADA A LA EDAD
(DMAE)Y

Médico & Focka

La Depescracidn Macolsr Asociada 3 Iz edad we conmdera la principal causa de cepuera on los paises
deszrrollados en perscaas de mia dc 60 afios de odad. Exive wn tratamiento cfectivo que comaate en la adminivtraciéa

de firmacos a=-VEGF quc Ba guido mejorar |2 evolucidn de ka enfermedad dami do |z tasa de cepuera
legal Sin embargo, la reap al de lox paci no cx b énca y »e Buscan factores que peodan
cxtar irrplicados o= |z mivma

Se den extudiar las iticas cEnicax y d ificas de lox paci afocton con évta eafermedad y
Gue son tratadox en el Hospétal Clinico Usaverstanio Lozano Bless

Para cllo, lox paci leccicaadon y que vob dan s imicrio para I realizacion del eatudio,

permitiin ¢l acceno a was dation & histeoeia clinica hoapitalaria por parte de los investigadores del extudio.

Coafidencialidad

Lz participaciéa y los rewltadon del extudio serin sheol: il les. Sc tea ol i delos
perticipasics.

Sélo el equpo investigador tendrd acocwo = ot mfoemacila, aunque »c podri poblicar vin I idestificacion de los
pecczion

Declaraciones y firma

Yo, con DNI

Declaro que he vido infoermado dcl propéeito del eatudio y he terido & pasbilidad de bacer pregustas pars w
coerecta comprenviéa.

Entierdo qec mi party éa ox vol ia y no d:
conwrtmicnio

y ué que en qei pecdo revocar mi

Se me ba informado que tengo derecho & decidie % quicro xaber 0 no ol revalado de las prushas en el caso de que

haya algin dxto relevarse
En ia doy mi
Firma del paciente Firma del médico
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DIVULGACION CIENTIFICA:

1. Effect of mitochondrial haplogroups on ranibizumab response in
neovascular age-related macular degeneration patients: a pilot study.
Esteban O, Ascaso FJ, Mateo J, Calvo T, Montoya J, Ruiz-Pesini E.

Acta Ophthalmol. 2018 Sep 10. doi: 10.1111/a0s.13865.

2. Influencia del haplogrupo del DNA mitocondrial en la respuesta al
tratamiento con ranibizumab en pacientes con degeneracién macular
asociada a la edad avanzada nevoascular.

Admitido para su presentacion en XXIIl congreso de la Sociedad
Espafiola de Retina y Vitreo ( Madrid, 8 y 9 de marzo de 2019).

3. Association between mitochondrial haplogroups and ranibizumab
response in neovascular age-related macular degeneration.
Admitido para su presentacidon en Annual Meeting The Association for
Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) (28 Abril-2 Mayo en
Vancouver).
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