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Introduccion

1. DIABETES MELLITUS

1.1. DEFINICION

La diabetes mellitus (DM) comprende un conjunto heterogéneo de desérdenes
metabolicos, cuya consecuencia comun es la hiperglucemia cronica. Los niveles aumentados de
glucosa en sangre pueden derivarse de un déficit de insulina, de un descenso en la utilizacion de
la glucosa o de un aumento en su produccion. Su origen es multifactorial, con influencia de
factores genéticos y ambientales, y produce disfuncion endotelial con cambios micro vy
macrovasculares causantes de complicaciones en diferentes drganos, suponiendo una causa

importante de morbi-mortalidad a nivel global (1-3).
1.2. EPIDEMIOLOGIA

La Federacidn Internacional de la Diabetes (acrénimo en inglés IDF) ha publicado una
prevalencia global de DM en 2021 del 10,5% (536,6 millones de personas), entre adultos de 20
a 79 afos de edad. Se espera que esta cifra aumente hasta un 12,2% (783,2 millones de
personas) en 2045. Entre sus datos, sita a Espafia como el 4° pais europeo en nimero de
diabéticos, con 5,1 millones de sujetos en 2021, y en el 2° puesto en términos de prevalencia
ajustada por edad (10,3%) (3).

En cuanto a incidencia, el estudio multicéntrico llevado a cabo por Magliano et al. y
publicado en The Lancet en 2021, ha determinado que, mientras que la DM se incrementd desde
los afios 90 hasta mediados de los 2000, el porcentaje de casos nuevos se estabiliz6 o presento
una ligera disminucion desde 2006 a 2014, y que la cifra esta disminuyendo actualmente en un
1,1 a un 10,8% anual (24). Esta tendencia a la estabilizacién e incluso reduccién se ha atribuido
a la introduccion en 2009 de la prueba de hemoglobina glicosilada (HbAlc) como método
diagnostico (25). No obstante, se ha de tener en cuenta, que el estudio no recogié datos de

paises de renta baja que presentan las prevalencias mas elevadas de DM.
1.3. IMPACTO SOCIOECONOMICO

Por un lado, la IDF ha estimado unos gastos derivados directamente de la DM a nivel
mundial de 966 billones de dolares americanos en el afio 2021, colocando a Europa como la 22
region con mayor coste medio por persona, que se situaria en 3086 dolares anuales por
individuo (3). Sin embargo, para ser conscientes del impacto socioeconémico de la enfermedad,
se deberian incluir los gastos indirectos de la enfermedad, ya que, segln los datos, se estima que
6,7 millones de adultos entre 20 y 79 afios fallecieron en el afio 2021 a causa de diabetes 0 a raiz

de alguna de sus complicaciones. De ellos, 2.184 millones eran personas menores de 60 afios

@3).
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Dado que la DM afecta a poblacion en edad productiva, existe un impacto
socioecondmico derivado de la mortalidad prematura, el absentismo y presentismo laboral, asi
como del abandono forzado de la actividad laboral. En el afio 2017 el grupo de Bommer et al.
public6 en The Lancet un estudio de coste-enfermedad a nivel mundial, estimando que los
gastos indirectos anuales por DM supondrian hasta un 40% de sus costes globales anuales. Los
costes, definidos por pérdida de produccion, se calcularon multiplicando el nimero de muertes

prematuras por el nimero de afios no vividos de cada individuo fallecido hasta los 65 (4).

1.4. FISIOPATOLOGIA Y CLASIFICACION

Existe un amplio espectro de entidades englobadas en el término DM. A continuacion,
se considera el mecanismo fisiopatoldgico causante de la hiperglucemia como criterio para la

clasificacién del tipo de DM.
1.4.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1

La DM de tipo 1 (DM1) se produce por una destruccion inmunitaria de las células B
pancreaticas, lo que deriva en un déficit de insulina. La hipotesis mas aceptada sobre su
etiopatogenia se basa en la existencia de una predisposicién genética, sobre la cual actuaria un
estimulo de carécter infeccioso o ambiental, que finalmente desencadena la activacion de una
respuesta inmunitaria dirigida contra las células . La hiperglucemia no se hace evidente hasta

que se ha destruido en torno a un 70-80% de dichas células (2).
1.4.1.1. Factores genéticos e inmunidad

Se han determinado mas de 60 loci predisponentes a padecer DM1 (5). Se estima que la
base genética constituye un 50% del riesgo de desarrollar DM1, de los cuales aproximadamente
un 30% se atribuye a la presencia de un determinado genotipo del antigeno humano leucocitario
(HLA) codificado en el cromosoma 6. En concreto, se ha establecido una fuerte asociacion con
polimorfismos en los genes HLA de clase Il DRB1, DQAl y DQBL, y de manera muy
significativa con los haplotipos HLA DR3-DQ2 y/o DR4-DQ8 (5,6). Cambios en los haplotipos
HLA de clase | A y B, se han asociado mas débilmente con la aparicion de DM1, aunque se
piensa que pueden ejercer un papel en la edad de inicio de la DM1 (5).

La existencia de polimorfismos génicos se traduce en la produccion de autoanticuerpos
contra células del islote pancreatico (ICAs, acronimo en inglés para Islet Cell Antibodies) y
posterior inicio de la respuesta inmunitaria contra las células . Al unirse a sus moléculas diana,
inician un proceso conocido como insulitis, que consiste en la infiltracion por linfocitos, con
posterior destruccion y atrofia de los islotes. El proceso de destruccion es llevado a cabo por
linfocitos T, ya que los autoanticuerpos no reaccionan directamente contra la superficie de las

células insulares (2,6).
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Entre las moléculas del islote que constituyen un objetivo del proceso autoinmunitario
se encuentran la insulina, la enzima acido glutdmico descarboxilasa, la enzima que sintetiza el
acido y-aminobutirico, el transportador de zinc de las células B e insulinoma (IA-2/ICA-512)
().

Por otra parte, se han encontrado polimorfismos en genes no relacionados con los genes
codificantes para HLA y que influyen en el desarrollo de DM1, entre ellos el gen promotor de la
insulina, el gen que codifica la proteina linfoide tirosina fosfatasa que funciona como inhibidor
de la activacion de las células T, el gen que codifica el antigeno 4 del linfocito T citotoxico, y el

gen que codifica la subunidad a del receptor de la interleucina 2 (6,7).
1.4.1.2. Factores ambientales

El estudio TEDDY (acr6nimo en inglés para The Environmental Determinants of
Diabetes in the Young) iniciado en 2004 investiga de manera prospectiva qué variables influyen
en el desarrollo de DM1 en la infancia, a partir del andlisis de aparicién de autoanticuerpos y
posterior desarrollo de la enfermedad (8). En 2017 publicaron los resultados de su analisis sobre
introduccidon de formulas de lactancia, estableciendo que el riesgo de autoinmunidad contra los
islotes no se incrementaria en relacion al contenido de proteinas de leche de vaca, sino que se
produce en relacion al uso de formulas que contienen estas proteinas hidrolizadas frente a las
que no (9). La exposicion a probidticos se propuso como factor protector, asi como la
suficiencia de Vitamina D y niveles elevados de &cidos grasos derivados del pescado (10).

En 2018 el grupo confirmé una asociacion ya aceptada entre infecciones por enterovirus
y el desarrollo de autoinmunidad contra las células B, a partir del analisis de coprocultivos. Por
otra parte, se ha postulado el papel protector de la lactancia materna, que influye en el desarrollo
de la microbiota intestinal del lactante. El grupo observé que la produccion de &cidos grasos de
cadena corta, proceso en el que participan vias de fermentacion bacteriana, esta disminuida en

individuos con autoinmunidad dirigida contra los islotes (10).
1.4.2. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La DM de tipo 2 (DM2) se define por la presencia de hiperglucemia cronica secundaria
a un déficit en la secrecion de insulina por las células 3, en un entorno de resistencia a la accion
de la hormona. De la misma manera que la DM1, existe evidencia de una predisposicion
genética, que en el seno de un ambiente marcado por factores como el aumento del indice de
masa corporal (IMC), ejercicio limitado y dietas hipercaldricas resulta en la aparicion clinica de
la enfermedad. La resistencia a la insulina en los tejidos diana se intenta compensar con un
aumento de la secrecién de la hormona, que inicialmente normaliza la glucemia plasmaética.
Pero el déficit de su accion en los tejidos periféricos aumenta la produccion enddgena de

glucosa en ayunas, y limita su absorcion en los tejidos diana en los periodos posprandiales (2).
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1.4.2.1. Disfuncion de células p

La correcta funcion de las células B se ve comprometida por la confluencia de diversos
estimulos, marcados por el estrés metaboélico, oxidativo y la inflamacidn. El exceso de glucosa y
de &cidos grasos saturados en un contexto de sobrepeso y sobrenutricion, genera un incremento
de actividad en el reticulo endoplasmatico para aumentar la produccion de insulina. El acimulo
del precursor proinsulina y del polipéptido cosecretado amilina, incorrectamente plegados en el
reticulo endoplasmético favorece (11,12):

e Produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species).

e Creacién de un ambiente inflamatorio con exceso de interleucina-1p y posterior
reclutamiento de macréfagos.

e Inicio de la respuesta fisioldgica celular para sobreponerse al estrés. Esta respuesta
disminuye el influjo de proteinas al reticulo endoplasmatico y sobrerregula la expresion
génica para codificar chaperonas, antioxidantes y proteinas que participan en la degradacion
de otros precursores proteicos (13). No obstante, la activacion de esta via conlleva por otra
parte la inhibicion de la bomba Ca**ATPasa del reticulo endoplasmatico, participe en la
movilizacidn intracelular del calcio, interfiriendo negativamente en la correcta secrecion de
insulina.

En condiciones sostenidas de estrés en el reticulo endoplasmatico, estrés oxidativo e
inflamacion, los mecanismos compensatorios de la célula son insuficientes, y la activacion de

sefiales proapoptaticas inicia un proceso progresivo de pérdida de masa de células  (11).
1.4.2.2. Resistencia a insulina

El concepto se refiere a una menor sensibilidad y respuesta sistémica a los niveles
elevados de glucosa, asi como menor respuesta local a la insulina en los drganos diana. La
resistencia a la insulina estd mediada principalmente por defectos que comprometen la via de
sefializacién a nivel del receptor de insulina y de la familia de proteinas sustrato del receptor de
insulina (SRI), alterando el inicio intracelular de la cascada de fosforilacion/desfosforilacion
(14). En condiciones normales, las proteinas SRI activadas fosforilan la subunidad p85 de la
fofatidilinositol-3-kinasa (PI3K), activando su subunidad catalitica p110. PI3K es responsable
del paso del fosfatidil inositol-3,4-difosfato a fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato, que lleva a la
activacion de la proteina kinasa AKT (15). Esta via de sefializacion PI3K/AKT constituye un
punto clave en el inicio de las acciones intracelulares de la insulina (16).

Los defectos en la activacion de la via PI3K/AKT en el tejido adiposo suponen, por una
parte, la limitacion de captacion de glucosa y su utilizacion en la via de la lipogénesis y, por
otra, un aumento de la lipdlisis por ausencia de sefial inhibitoria. Este hecho es de suma

importancia en la fisiopatologia de la DM2, puesto que se produce un aumento de los acidos
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grasos circulantes, induciendo lipotoxicidad y contribuyendo a la resistencia a la insulina en el
resto de tejidos diana (15,17).

La alteracion en la DM2 puede derivarse de mutaciones en el receptor de insulina, en las
proteinas SRI o de fallos en la transduccién de la sefial. La inflamacion asociada a la obesidad
contribuye a activar vias que producen la hiperfosforilacidn de los residuos de serina/treonina de
las proteinas SRI. De esta manera, se impide su activacion en los residuos tirosina por el

receptor de insulina, y no se produce la activacion de PI3K (14,18).
1.4.2.3. Factores genéticos

Gracias a los estudios de asociacién de genoma completo se han identificado méas de
100 loci implicados en el desarrollo de DM2, la mayoria relacionados con la secreciéon de
insulina. Entre muchas otras, se han determinado mutaciones implicadas en la expresion del
transportador de glucosa, en los sitios de fosforilacion o en las proteinas SRI (2). No obstante,
la mayoria de estos loci estan asociados con polimorfismos de un dnico nucledtido, de manera
que la suma del riesgo aislado de cada uno de ellos no puede explicar méas alla de un 20% de la
herencia de la enfermedad. Los resultados obtenidos en este tipo de estudios en diferentes
grupos étnicos han revelado que variantes frecuentes en algunos de estos loci se comparten entre
antecesores comunes. Se aboga por la teoria de un modelo poligénico comun en el que un gran
nimero de estas variantes con escaso efecto de manera aislada podrian suponer de manera
conjunta un 75% de la heredabilidad de la DM2 (11,19).

1.4.2.4. Factores ambientales

En un metaanalisis publicado en 2018, se revisaron los factores de riesgo no genéticos
relacionados con el desarrollo de la DM2, incluyendo historial médico, factores psicosociales,
estilo de vida, dieta, factores relacionados con la obesidad y biomarcadores sanguineos (20).

De acuerdo con sus resultados, el factor de riesgo mas significativo relacionado con el
desarrollo de DM2 es el IMC elevado. Un mayor IMC, mayor perimetro abdominal e indices
cadera-altura o cadera-cintura elevados, reflejan un mayor contenido adiposo abdominal y con
ello una mayor liberacion de &cidos grasos libres al plasma. En el mencionado metaandlisis se
determind un riesgo relativo de 6,88 veces mas riesgo de padecer DM2 frente a no obesos (20).

Un estilo de vida sedentario con baja actividad fisica supone una menor contraccion de
las fibras musculares, con menor captacion de glucosa local, y por otra parte se relaciona con un
aumento de IMC. El sedentarismo es mas frecuente entre grupos poblacionales con un estatus
social bajo, méas expuestos al desarrollo de DM2 (21).

Las dietas hipercaldricas, en concreto el consumo de carnes procesadas, carne roja y
refrescos azucarados se han relacionado con riesgo de desarrollo de DM2 al suponer un exceso

de glucosa y acidos grasos libres en plasma. Por otra parte, el consumo de alimentos ricos en
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grano integral, con alto contenido en fibra, retrasa el vaciado gastrico y con ello la absorcion
sistémica de glucosa, suponiendo un factor protector contra el desarrollo de DM2 (11). Entre los
biomarcadores sanguineos, el metaanalisis determin6 como factor de riesgo una mayor
concentracion de las enzimas hepaticas alanina aminotransferasa y y-glutamil transferasa,
siendo la primera mas especifica para reflejar la esteatosis hepética no alcohdlica. Asimismo,
fueron significativos como factor de riesgo una mayor concentracién de proteina C reactiva
(PCR) y écido urico, ambos marcadores de inflamacion. En contraposicion, una mayor
concentracion de vitamina D y adiponectina se consideraron factores protectores (20).

1.4.3. OTROS TIPOS DE DIABETES
1.4.3.1. Variantes monogénicas

El grupo engloba trastornos tempranos marcados por disfuncion de células f con origen
en mutaciones concretas, en su mayoria de herencia autosémico dominante. Segun su inicio
clinico podemaos distinguir dos grupos: la DM tipo MODY (del inglés Maturity Onset Diabetes
of the Young) con inicio generalmente antes de los 25 afios de edad, y la DM neonatal, con
inicio antes de los 6 meses. Su prevalencia se ha estimado en torno a un 1-4% del total de DM
(1,22).

1.4.3.2. Diabetes gestacional

En el estatus hipermetabdlico asociado al embarazo, se genera un ambiente de
resistencia a la insulina que las células B son incapaces de compensar. La DM gestacional
(DMG) se ha definido como presencia de cualquier grado de intolerancia a la glucosa, detectado
por primera vez durante el embarazo. La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) advierte de
la imprecision de esta definicion, puesto que el aumento de la prevalencia de obesidad vy el
hecho de no analizar en la practica clinica a mujeres en edad reproductiva puede infraestimar

casos de DM preexistente (1).
1.4.3.3. Diabetes mellitus secundaria

Este grupo engloba entidades primarias que pueden manifestar de forma secundaria
hiperglucemia, como afectacion local del pancreas exocrino (pancreatitis, neoplasias...),
endocrinopatias sistémicas, infecciones, toxicidad por farmacos, sindromes genéticos que
asocian DM con frecuencia o sindrome del hombre rigido que presenta anticuerpos anti-receptor

de insulina (2).
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1.5. COMPLICACIONES
1.5.1. DISFUNCION VASCULAR

Las células endoteliales constituyen la monocapa interna semipermeable que reviste
arterias, venas, capilares y vasos linfaticos, jugando un papel esencial en la regulacion del tono
vascular. Este control estda mediado por factores relajantes derivados del endotelio como el
oxido nitrico (NO), prostaciclina y factores hiperpolarizantes derivados del endotelio (23-25).

e EI NO es un radical libre sintetizado a partir del aminoécido L-arginina por las NO sintasas
(NOS), reaccién que depende de la presencia de cofactores como la tetrahidrobiopterina. El
NO se libera en respuesta a fuerzas de cizallamiento producidas por el propio flujo
sanguineo y difunde rapidamente a las células del musculo liso vascular, donde activa la
guanilato ciclasa, incrementando el guanosin monofosfato ciclico (GMPc). Este aumento del
GMPc produce la relajacion de las fibras y, en consecuencia, vasodilatacion.

e La prostaciclina es sintetizada por la ciclooxigenasa (COX) a partir de acido araquidonico
(ARA). Se libera en respuesta al estrés vascular, asi como al neurotransmisor acetilcolina, y
acttia incrementando el AMPc en el musculo liso y las plaquetas. Facilita la liberacion de
NO por las células endoteliales e inhibe, actuando conjuntamente con el NO, la actividad
plaquetaria.

e Los factores hiperpolarizantes derivados del endotelio son un conjunto de moléculas que
pueden producir la hiperpolarizacion de las células del mdsculo liso en un proceso mediado
por deplecion del potasio (K*) intracelular. Entre ellas se encuentran el propio K, el
citocromo P450, la lipooxigenasa, ciertos ROS como el peréxido de hidrégeno (H202) o el
AMPc.

1.5.2. DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA DIABETES

En las células endoteliales la glucosa penetra por difusion. En condiciones de
hiperglucemia, tiene lugar un aumento de la glucosa captada, incrementando la actividad de las

vias implicadas en el desarrollo de las complicaciones de la DM (23,25-28):

e Via de los polioles: la aldosa reductasa, enzima limitante de esta via, incrementa la

transformacion de glucosa en sorbitol y de sorbitol a fructosa al aumentar la concentracion
del sustrato (figura 1). Este proceso se acompafia de consumo de energia en forma de ATP y
de la oxidacion de NADPH a NADP?*, lo cual compromete la sintesis de NO; de citocromo
P450 y la actividad antioxidante de la glutation (GSH) reductasa; y, por ultimo, estimula la
reduccion de NAD* a NADH, alterando el ratio NADH/NAD* intracelular (25).

e Activacion de la proteina kinasa C (PKC): el exceso de glucosa promueve la sintesis de

diacilglicerol, que lleva a la activacion de la PKC. Paralelamente al aumento de NADH
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resultado de la via de los polioles, se produce la activacion de oxidasas dependientes de

NADH (NOX), dando lugar a la produccion de anion superoxido (Oé ). El 0, actla
propiamente como vasoconstrictor, pero ademas secuestra el NO para formar peroxinitrito
(ONOOQO), reduciendo su biodisponibilidad y promoviendo la disfuncién endotelial (figura 1)
(23,29).

Productos finales de glicacion avanzada (AGE): en condiciones de hiperglucemia aumenta la

cantidad de metilglioxal, producto de la glucdlisis. Es un componente altamente reactivo,
gue participa en el proceso de uniéon no enzimatica de glucosa a aminoacidos, lipidos y
acidos nucleicos, para la formacion de los denominados AGE. En condiciones fisioldgicas, el
metilglioxal es detoxificado por el sistema de glioxalasas. Se ha demostrado que la
inactivacién de la glioxalasa | en presencia de ONOO™ induce el acimulo de metilglioxal y
favorece la produccion de ROS a nivel del reticulo endoplasmatico. Por otra parte, los AGE,
al unirse a sus receptores (RAGE), activan el factor de transcripcion nuclear k B (NF-xB),
gue induce la expresion de genes que codifican moléculas como la endotelina-1, la E-
selectina, el factor tisular, la molécula de adhesion vascular 1 (VCAM-1), la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), las
interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y mas RAGE
(figura 1). Estas moléculas favorecen el inicio de un estado proinflamatorio y procoagulante
(25,30).

Via de la hexosamina: la mayor disponibilidad de sustrato aumenta la transformacién de

fructosa-6-fosfato en glucosamina-6-fosfato. La glucosamina-6-fosfato pasa a uridin-5-
difosfato-N-acetilglucosamina, que se utiliza como precursor de componentes glicados:
glicosaminoglicanos, proteglicanos, glicoproteinas y glicolipidos, gracias a la accion de la
enzima N-O-Acetil-glucosamina transferasa (figura 1). Al igual que la via de los polioles,
esta actividad se acompafia de una deplecion de NADPH y por tanto de un defecto en la
actividad de la GSH reductasa (27).

Estrés oxidativo: como se observa en la figura 1, las diferentes vias metabolicas contribuyen
a la formacion de ROS e interfieren en la actividad reguladora del NO. En condiciones
fisioldgicas, el exceso de radicales libres es neutralizado por el sistema antioxidante
enddgeno, respuesta promovida por el factor nuclear derivado de eritroide 2 (NRF2) (28). El
NRF2 se localiza, en condiciones fisioldgicas, inhibido en el citoplasma, formando un
complejo con las proteinas Keapl y Cullina3. Como se representa en la figura 2, el estrés
oxidativo produce modificaciones conformacionales de este complejo, que liberan el NRF2
para su traslocacién al nacleo celular, donde se une a elementos de respuesta antioxidante
(ARE) para dar lugar a la expresion de los genes que codifican, entre otras, las enzimas

NADPH deshidrogenasa, superdxido dismutasa (SOD), catalasa, GSH peroxidasa, GSH
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reductasa y GSH S-transferasa (28). Este sistema es capaz de neutralizar inicialmente el

exceso de ROS. Sin embargo, en condiciones de hiperglucemia crénica, se ha demostrado en

modelos animales una disminucion en los niveles de NRF2, una expresion aumentada de la

proteina inhibitoria Keapl con una disminucién en la traslocacion nuclear del factor (31-33),

suponiendo una menor capacidad para contrarrestar el dafio oxidativo (34,35) .

La desregulacion vascular, la inflamacién y el ambiente procoagulante constituyen el

inicio de las complicaciones macro y microvasculares caracteristicas de la DM, responsables de

la morbi-mortalidad asociada a la enfermedad (25).

Via de los polioles
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1.5.3.DISFUNCIONES A NIVEL MACROVASCULAR

Las complicaciones a nivel macrovascular en la DM se derivan del proceso de
aterosclerosis, que supone la pérdida de elasticidad vascular con menor vasodilatacion,
reduccion de la luz de los vasos favoreciendo isquemia y, por otra parte, fendmenos
tromboembolicos por inestabilidad y rotura de las placas de ateroma (36).

El fendmeno aterogénico es consecuencia del ambiente proinflamatorio derivado de la

disfuncion endotelial, junto con una alteracion del metabolismo lipidico, en el que tiene lugar la
captacion y modificacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes (36).
Como se observa en la figura 3, las moléculas de LDL son secuestradas por proteoglicanos de la
matriz a nivel subendotelial, donde sufren un proceso de oxidacion. Estas particulas son
altamente inflamatorias y estimulan, paralelamente a la disfuncion endotelial, la expresion de
moléculas de adhesion vascular, factores de crecimiento (VEGF, factor de crecimiento de
fibroblastos y factor de crecimiento derivado de plaquetas), citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-
a) y quimiocinas como la proteina quimioatrayente de monocitos 1. En este contexto, tiene
lugar la adhesion de monocitos circulantes, su internalizacion al espacio subendotelial y
diferenciacion a macréfagos. Las moléculas LDL son fagocitadas por los macréfagos,
generando células espumosas, que almacenan los depositos lipidicos (11). Células del muasculo
liso de la capa media proliferan en respuesta a factores de crecimiento y migran a la capa
interna, donde son capaces de sintetizar y liberar componentes de matriz extracelular, iniciando
la formacién de la placa de ateroma. Mas adelante, si se producen fisuras o ulceraciones en la
placa, se liberan moléculas procoagulantes como el factor tisular y el factor de Von Willebrand,
que median la adhesion de plaquetas y formacién de trombos, pudiendo dar lugar a infarto de
miocardio, ictus o isquemia focal (25,37).
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Figura 3. Proceso de formacion de la placa de ateroma (creacion propia).
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1.5.4. DISFUNCIONES A NIVEL MICROVASCULAR

La microvasculatura presenta una estructura anatdmica consistente en una monocapa
endotelial con uniones estrechas entre células, pericitos y una membrana basal. En la retina,
nervios periféricos y cerebro forma parte de la barrera hemato-retiniana, barrera hematoneural y
hematoencefalica. Son tejidos con escaso almacenamiento energético, que precisan de un alto
aporte de oxigeno y glucosa para ejercer su metabolismo oxidativo. La disfuncién endotelial
consecuencia de la hiperglucemia (25) deriva en alteraciones estructurales de la
microvasculatura que producen hiperpermeabilidad vascular, pérdida de pericitos, disfuncion y
pérdida de podocitos en el rifién, e induccién de inflamacién y angiogénesis (38).

2. RETINOPATIA DIABETICA

2.1. EPIDEMIOLOGIA

2.1.1. ANIVEL GLOBAL

Segun el Gltimo informe del Grupo de Expertos en Pérdida de Vision (acrénimo en
inglés VLEG) publicado en The Lancet en 2021, la retinopatia diabética (RD) ocupa el quinto
lugar en el ranking de causas de empeoramiento visual y ceguera a nivel global. EL VLEG
define la ceguera como agudeza visual (AV) inferior a 3/60 (0,05) o menos de 10° de campo
visual alrededor del punto de fijacion central, y el empeoramiento visual moderado-severo como
una AV inferior a 6/18 (0,3) hasta un limite inferior de 3/60 (0.05) (39).

La AV depende de varios factores: la transparencia de medios a nivel ocular (cornea,
humor acuoso, cristalino, humor vitreo), una adecuada correccién Optica en caso de defecto
refractivo y de la integridad de las vias nerviosas que transducen las sefiales luminosas al cortex
occipital. Los fotorreceptores retinianos captan los estimulos luminosos, y la AV a este nivel
depende del buen estado anatdmico y funcional de la fovea (figura 4), parte central de la macula
retiniana, donde se concentra la mayor densidad de fotorreceptores (40). Es en la macula donde
se produce una de las complicaciones de la RD, el edema macular diabético (EMD), principal

responsable de pérdida visual en los pacientes con DM.

Nervio
optico

macular

Figura 4. Esquema anatémico de la retina y localizacion de la fovea, centro de la macula
retiniana, asi como, representacion del edema macular (creacion propia).
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Un hecho alarmante es que, a pesar de que la prevalencia de ceguera y pérdida de visién
ha disminuido a nivel mundial, la RD ha sido la unica enfermedad ocular que ha aumentado en
términos de prevalencia cruda para todas las edades entre 1990-2020. Ademas, la ceguera por
diabetes ha incrementado en un 10,5% y el empeoramiento visual moderado-severo en un 3,3%
(42).

Existen diferencias considerables entre poblaciones mundiales, siendo el Africa
subsahariana, el area del Sudeste Asiatico y Oceania las mayores contribuyentes a las cifras de
pérdida de vision moderada-severa (42), como se muestra en la figura 5:

Diabetic retinopathy I

Andean Latin America 1
Australasia 1

Caribbean 1

Central Asia

Central Europe 1

Central Latin Armerica 1
Central Sub-Saharan Africa -
East Asia{

Eactern Europe 1

Eastern Sub—Saharan Africa
High-income Asia Pacific1
High-income North America 1
North Africa and Middle East1
Oceania 1

South Asia 4

Southeast Asia 4

Southern Latin America
Southern Sub-Saharan Africa 1
Tropical Latin America 1
Western Europe 1

Woestern Sub-Saharan Africa

'Llulf""“lfi*hiu

50  -25 25
Figura 5. Cambio en prevalencia estandarizada por edad del empeoramiento visual moderado-
severo entre 1990 y 2020 en relacion a la RD, siendo el Africa subsahariana, Oceaniay el Este

asiatico las mayores contribuyentes a la prevalencia global (43).

(=]

Respecto a la incidencia, si tomamos como referencia el estudio inglés UKPDS (United
Kingdom Prospective Diabetes Study) (43), que siguié a una poblacién de 1919 sujetos con
DM2 durante 6 afios, el 22% de los pacientes desarrolldé RD, y de los individuos que ya
presentaban la complicacion al inicio, el 29% progresé 2 estadios 0 mas segun la clasificacion
ETDRS, desarrollada a partir del estudio Early Treatment Diabetic Retinopathy Study en 1991,

que se detallara en el apartado 2.4 (44).
2.1.2. SECUELAS VISUALES

En el estudio publicado en 2010 por Yau et al., la prevalencia global de RD de cualquier
tipo entre diabéticos se estimé en un 34,6%, siendo 6,96% para RD proliferativa (RDP), 6,8%

para EMD, y 10,2% para vision tratable por RD. Estas cifras significaban, en resumen, que
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aproximadamente un 30% de pacientes diabéticos tendrian algun grado de RD, y que un 10%
necesitaba tratamiento oftalmoldgico activo (45).

Una década después, en un metanalisis publicado en 2021 por Ling Teo et al., las cifras
son ligeramente méas optimistas, reportando porcentajes del 22,27% para RD de cualquier tipo,
6,17% para vision tratable por RD, y 4,07% para EMD (46).

2.1.3. ESPANA

En el afio 2008, Vila et al publicaron una revisién epidemioldgica que comprendia
estudios realizados en Espafia entre 1978 y 2005, reportando una prevalencia de RD de
alrededor del 40% entre la poblacion diabética, un porcentaje de entre 4 al 6% de RDP, y de
entre 1.4 a 7,9% de EMD (47).

En un metandlisis europeo publicado por Li et al. en 2019, que recogia 35 estudios
epidemioldgicos, 14 de ellos realizados en Espafia, se establecié una prevalencia del 25,7% de
RD para todos los tipos de diabetes, siendo este porcentaje mas alto para DM1 (54,4%) en
comparacion con la DM2 (25%). En este estudio, se report6 una prevalencia de RDP del 2.2% y
de EMD del 3.7% (48).

En la tabla 1, se muestran porcentajes de RD de cualquier tipo, RDP y EMD referidos
por varios estudios epidemiolégicos mas recientes, realizados en los dltimos 10 afios en Espafia,
con muestras de pacientes procedentes de los sistemas de cribado del Sistema Nacional de
Salud.

Tabla 1. Prevalencia cruda de RD, RDP y EMD en la poblacion diabética espafiola.

Estudio Afio Region n Prevalencia Prevalencia Prevalencia
RD RDP EMD
Martinez Rubio 2012 Comunidad 2435 17,90% 2,29% 4,82%
et al.(49) Valenciana
Alonso Moréan 2014 Pais Vasco = 149015 7,2% _ _
et al.(50)
Romero Aroca 2014 Catalufia 6125 8,99% 0,13% 2,49%
et al.(51)
Rodriguez 2015 Catalufia 108723 12,3% 0,36% 0,18%
Poncelas et
al.(52)
Rodriguez Villa 2016 Asturias 394 12,1% _ _
et al. (53)
Castillo Ofi et al. 2019 Cantabria 442 8,56% 1,84% 2,30%
(54)
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Las cifras de la ultima década, més bajas que las publicadas por Vila et al. en 2008,
estarian en concordia con los resultados publicados por el metanalisis europeo de 2019 y se
podrian relacionar con la mejora en los sistemas de cribado y tratamiento de la diabetes. No
obstante, los resultados se obtienen de sistemas de screening, por tanto, la clasificacion del
grado de retinopatia o la presencia de EMD tendrian que analizarse con precaucién, dado que
existe variabilidad en el personal evaluador de las imagenes de cribado, y también en cuanto a
que el EMD puede no ser detectado con precision sin una tomografia de coherencia Optica
(OCT).

En términos de incidencia, el estudio espafiol publicado por el grupo de Romero-Aroca
et al. en 2017, que sigui6 durante 9 afios a 366 sujetos con DM1 y 15030 con DM2, establecid
unos porcentajes de incidencia anual de RD de 15,16 + 2,19% en DM1 y de 8,37 £ 2,19% en
DM2. Si analizamos el compromiso visual, la incidencia anual reportada de RD con afectacion
visual tratable fue de 5,77 + 1,21% en DML, y del 2.64 + 0.15% en DM2. Mas equiparables
entre grupos fueron las cifras de incidencia anual de EMD, cuyos porcentajes fueron de 2.68 +
0.38% al aifio en DM1y de 2.19 + 0.18% en DM2 (55).

El aumento de la esperanza de vida y con ello de la estimacion futura de pacientes
diabéticos, requieren reforzar los programas de cribado y estrategias de manejo existentes, asi
como de impulsar programas de investigacion dirigidos hacia nuevas dianas moleculares que

puedan facilitar un tratamiento preventivo antes de que la enfermedad aparezca.
2.2. FACTORES DE RIESGO

El estudio prospectivo UKPDS analiz6 los factores de riesgo asociados a la incidencia y

progresion de la RD (43):

e HbAIlc: Se determind una fuerte asociacion, estableciendo un riesgo de incidencia de 1,4
para individuos con cifras entre 6,2-7,4% de HbA1c y de 2.5 para sujetos con cifras > 7,5%.
En aquellos pacientes que presentaban RD al inicio, el riesgo de progresion fue de 4,1 para
sujetos con cifras entre 6,2-7,4% y de 8,1 para aquellos con HbAlc > 7,5%.

e Hipertension arterial (HTA): se encontré una asociacion estadisticamente significativa

respecto a la incidencia de RD, pero no para la progresion, con un riesgo relativo de
aparicion de RD de 1,5 en sujetos con cifras entre 125-139 mmHg, y de 2,8 en pacientes con
cifras > 140 mmHg.

e Consumo de tabaco: en este estudio, el tabaco se asocié a una incidencia y progresion

reducida.
e Edad y sexo: Las mujeres presentaron un riesgo relativo de progresién menor respecto a

varones. No se determiné la edad como factor de riesgo de incidencia, pero si se comprobo
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una mayor progresion de la RD en sujetos de mayor edad, con un riesgo relativo de 1,6 en

individuos entre 50-57 afios y de 2,1 para mayores de 58.

En el estudio de incidencia de Romero-Aroca et al. comentado anteriormente, ademas
de establecer las cifras de HbAlc e HTA como factores de riesgo, se encontré una asociacion
significativa con los niveles de LDL y la cifra de filtracion glomerular estimada. La duracion de
la DM también fue significativa, y mayor en individuos con DML, atribuida al debut méas
temprano de la enfermedad, e inicio con mayores cifras de HbAlc en esta muestra respecto al
grupo de DM2 (55).

2.3. FISIOPATOLOGIA

La RD debe considerarse como una entidad multifactorial. Su desarrollo es
consecuencia directa de los niveles prolongados de hiperglucemia, aunque esta influenciada por
los factores de riesgo mencionados previamente (45,56-58). Desde una perspectiva metabolica,
el ambiente de estrés oxidativo exacerbado se ha considerado como factor crucial en el
desarrollo de la RD, interactuando como nexo comun entre el resto de las vias metabdlicas
activadas por la hiperglucemia: via de los polioles, la produccion de AGEs, la activacion PKC y
de la via de la hexosamina. Como se ha introducido en el apartado 1.5.2, estas vias contribuyen
conjuntamente a aumentar la produccion de ROS (59-61). Aunque estas moléculas se producen
continuamente para la funcién celular normal, son neutralizadas a través de los sistemas
antioxidantes fisioldgicos. No obstante, esta neutralizacion se encuentra alterada en condiciones
de hiperglucemia, y la acumulacién de ROS induce alteraciones a nivel molecular que afectan
notablemente la funcionalidad celular. Se ha demostrado que factores de riesgo como la HTA
aumentan el estrés oxidativo inducido propiamente por la hiperglucemia, contribuyendo a la
exacerbacion del dafio molecular (62).

El impacto del estrés oxidativo en la diabetes no es temporal, por ejemplo la disfuncion
mitocondrial asociada a dicho estrés implica la exacerbacion prolongada de la produccion de
ROS (63,64). La glicacién de proteinas de la cadena respiratoria y la lesion del ADN
mitocondrial producen secuelas a largo plazo (65). De esta manera se explica que en tenga lugar
la aparicion de complicaciones diabéticas incluso tras haber logrado un control glucémico
adecuado. Este fenémeno se ha denominado memoria metabdlica (66).

Las alteraciones metabolicas producidas por la hiperglucemia y un aumento de las ROS
dan lugar a disfuncién celular y apoptosis secuencial y, con ello, los fendmenos que producen

los signos clinicos observados en la RD (67):

e Inflamacién: Se han reportado niveles mas altos de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6,
IL-8 y TNF-o) en muestras vitreas de humanos (68,69), correlacionandose con la gravedad

de la RD (70). Bajo este estimulo proinflamatorio, las células endoteliales aumentan la
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expresion de moléculas de adhesion vascular e intracelular (ICAM-1 y VCAM-1) y E-
selectina, permitiendo la adhesion de leucocitos a las paredes celulares endoteliales, con
desarrollo de leucostasis, factor determinante para el dafio microvascular (71,72). Se ha
demostrado un aumento de los niveles de ICAM-1 y VCAM-1 en muestras de sangre
diabética (73), y la inhibicion de ICAM-1 en cultivos de células endoteliales de retina de
humanos diabéticos ha sido capaz de reducir la apoptosis celular. EI uso del antioxidante
berberina consiguié disminuir los niveles de ICAM-1 en dichos cultivos y fue capaz de
reducir la pérdida celular (74). Ademéas de la disfuncién endotelial, la activacion de la
microglia parece ser un evento precoz en la RD y puede exacerbar la secrecion de
mediadores inflamatorios (75,76).

Neurodegeneracion: Los fendmenos de apoptosis celular parecen afectar de manera méas

precoz a las células neuronales que a las vasculares. Estudios mediante electrorretinograma
(ERG) han demostrado la presencia de dafio neuronal existente precediendo a los cambios
microvasculares clinicos de RD. El andlisis de las capas retinianas mediante OCT ha
demostrado un adelgazamiento de la capa de células ganglionares en humanos diabéticos
(77-79). Con respecto al papel del estrés oxidativo en la neurodegeneracion, un estudio que
evalué mediante ERG a ratones con diabetes inducida, antes y después de la administracion
de antioxidantes, verifico el papel protector de la luteina tanto en la funcién visual como en
los cambios histolégicos neuronales (78).

Microvasculopatia: Las paredes de los capilares de la retina presentan una capa externa de

pericitos, una membrana basal y una capa interna de células endoteliales. En condiciones de
hiperglucemia, se produce la pérdida de pericitos (80), permitiendo dilataciones
microvasculares focales, dando lugar al primer signo oftalmoscépico visible de RD: los
microaneurismas. El engrosamiento de la membrana basal por la deposicion de desechos y la
disfuncion de las células endoteliales, conducen a la alteracion de barrera hematorretiniana
externa, produciendo un aumento de la permeabilidad vascular, con formacion de exudados

y hemorragias (81). Los signos descritos estan representados en la figura 6 (82).

Hemorragias

Crecimiento
vascular anémalo

Microaneurisma

Exudados
algodonosos

Exudados duros

Figura 6. Signos clinicos de RD derivados de la alteracién vascular endotelial. Figura
modificada a partir de Bygari R.et al (82).
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La leucostasis derivada de una respuesta inflamatoria esta involucrada en el deterioro de
las células endoteliales y da lugar a oclusiones microvasculares (72). La hipoxia posterior
promueve la activacion del factor de transcripcién inducible por hipoxia 1 (HIF-1), que estimula

la secrecion del VEGF, y por lo tanto, la formacion de neovascularizacion (NV) (83).
2.4. CLASIFICACION

El estudio ETDRS estableci6 en 1991 una primera clasificacion consensuada de la RD,
basandose en los diferentes hallazgos clinicos encontrados en la exploracion fundoscopica (44).
Se llevo a cabo entre 1980 y 1985, reclutando a 3711 pacientes con RDNP en ambos 0jos. Se
establecieron 2 grupos de anélisis, en uno se realizaba fotocoagulacion temprana, y en el otro se
diferia la fotocoagulacion, llevando a cabo un seguimiento estrecho, y realizando tratamiento
con laser en caso de aparicién de RDP. Cada uno de los ojos de cada paciente fue asignado al
azar a cada uno de los grupos de estudio. El seguimiento en los pacientes del grupo no tratado
permitié observar la evolucién clinica de la RD, estableciendo la escala de severidad (84) . Esta

clasificacion se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacién de RD segun el estudio ETDRS de 1991 para ojo individual.

Nivel Severidad Definicion Retinografia
10 Retinopatia = Sin signos de RD
ausente
20 RDNP muy = Sélo microaneurismas (flecha roja)

leve

Exudados duros, exudados
30 RDNP leve  algodonosos, y/o hemorragias
retinianas leve

43 RDNP 43A Hemorragias retinianas
moderada moderadas en 4 cuadrantes (flechas
rojas) o severas en 1 cuadrante

43B IRMA (intraretinal
microvascular abnormality) leves en 2
06 3 cuadrantes
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47 RDNP 47A Ambas caracteristicas del nivel
moderada 43

47B IRMA en 4 cuadrantes

47C Hemorragias retinianas severas en
2 6 3 cuadrantes

47D Arrosariamiento venoso en 1
cuadrante

53 RDNP 53A > 2 caracteristicas del nivel 47
severa
53B Hemorragias severas en 4
cuadrante

53C IRMA moderados-severos en al
menos 1 cuadrante

53D Arrosariamiento venoso en al
menos 2 cuadrantes

53E > 2 caracteristicas de los niveles
53 A-D

61 RDP leve Neovasos < 0.5 area de discoen 1 0
mas cuadrantes (flecha roja)

65 RDP 65A Neovasos > 0.5 &rea de discoen 1
moderada 0 mas cuadrantes

65B Neovasos del disco 6ptico

71,75 RDP de  Neovasos de disco o en otra parte con

altoriesgo  hemorragia vitrea 0 hemorragia
preretiniana o hemorragia vitrea o
prerretiniana cubriendo > 1 area de

disco
81,85 PDR Fondo cubierto parcialmente por
avanzada hemovitreo y neovasos no

clasificables o desprendimiento de
retina con afectacién macular

Por otra parte, también se defini6 el término EMD clinicamente significativo (EMCS),
como aquél que afectaba al centro de la macula y lo clasificé en 3 grados segun los hallazgos en

la exploracion fundoscopica, tal como se muestra en la tabla 3 (44).
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Tabla 3. Clasificacion del EMCS segun el estudio ETDRS.
Nivel EMCS Hallazgos fundoscopicos
Grado 1 Engrosamiento a menos de 500 um del centro de la macula
Grado 2 Exudados duros con engrosamiento de retina adyacente, a menos de 500
pm del centro de la macula
Grado 3 Area de engrosamiento retiniano de > 1 area de disco, que se encuentre a

menos de 1 diametro de disco del centro de la macula

La escala que propuso el ETDRS (tabla2) es muy precisa, y es ampliamente utilizada en
el campo de la investigacion, ya que es mas minuciosa en cuanto a los detalles observados en la
exploracion fundoscopica. No obstante, presenta cierta complejidad en cuanto a su aplicacion en
la préactica clinica diaria. Es por ello que una década después, el grupo GDRPG (acr6nimo en
inglés para Global Diabetic Retinopathy Project Group), propuso en 2002 la denominada
International Clinical Disease Severity Scale (ICDSS) (85), para simplificar el manejo de la RD
en la préctica rutinaria, reduciendo la clasificacion a 5 estadios, tal como se muestra en la tabla
4. Es interesante mencionar esta escala, porque desde su puesta en marcha en 2002 es la
clasificacion predominante en el ambito clinico, y en base a sus estadios disponemos de datos
maés actualizados sobre el riesgo de progresién hacia RDP desde estadios tempranos de RD.

En el ano 2017, el grupo “UK DR EMR USERS”, acrénimo para “Usuarios de los
Registros Médicos electronicos de Retinopatia Diabética en el Reino Unido”, public6 los
resultados de un estudio de cohortes multicéntrico, que analizé el riesgo a 5 afios de evolucionar
a RDP dependiendo del estado basal de RD en el momento del diagndstico, en base a la ICDSS.
Se analizaron datos de las visitas oftalmolégicas iniciales y sucesivas de 50254 pacientes
diabéticos, entre 2007 y 2014. Este estudio establecié unos porcentajes de riesgo de desarrollar
RDP del 2.2% para ausencia de RD al inicio, 13% para RDNP leve basal, 27,2% en el caso de
RDNP moderada y 45,5% si el estadio inicial es RDNP severa (86). Se han afiadido estos datos
a la tabla 4.
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Tabla 4. Clasificacién ICDSS del grado de RD consensuada por el GDRPG en 2002.

Riesgo
progresion
. . - . . aRDPen5
Nivel Signos oftalmoscépicos Retinografia afios
UK 2017
(86)
No RD aparente Al’Js_enma de signos 2.2%
clinicos
RDNP
Leve S6lo microaneurismas
(flechas rojas)
13%
Moderada | Microaneurismas +
hemorragias puntiformes
(flechas blancas),
exudados duros o
algodonosos
27,2%
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Severa

Hemorragias
intraretinianas >
20/cuadrante (flechas
blancas)

Arrosariamiento venoso
> 2 cuadrantes

IRMA > 1 cuadrante
No signos RDP

NV (en las imagenes
ampliadas superiores)
hemovitreo, hemorragia
preretiniana o
desprendimiento de
retina traccional.

En las imagenes se
puede observar RDP
moderada (arriba) y
RDP avanzada con
desprendimiento de
retina (abajo).
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45,5%

El GDRPG clasificé asimismo el EMD, considerado como engrosamiento retiniano o

presencia de exudados duros en el polo posterior, de manera independiente a la RD de fondo,

dado que es un hallazgo que podia estar presente en cualquier estadio de la enfermedad (86).

Los diferentes niveles se muestran en la tabla
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Tabla 5. Clasificacion del EMD segun la ICDSS.

Nivel Hallazgos oftalmoscépicos Retinografia y OCT macular

Engrosamiento retiniano o exudados

EMD -
duros en el polo posterior

Distantes del centro de la macula

La linea roja discontinua se

Leve corresponde con la imagen inferior,
un corte macular de tomografia de
coherencia dptica (OCT) superior a la
févea.

Proximos al centro macular sin
afectacion foveal

La linea roja discontinua representa el
corte de la OCT macular que se ve en
la parte inferior. La flecha blanca
indica la févea. Las flechas rojas
tanto en la retingorafia como en la
imagen de OCT inferior indican un
area con exudados duros y edema.

Moderado
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Compromiso foveal

(La linea roja discontinua representa
el corte de la OCT macular que se ve
en la parte inferior. Las flechas
blancas indican la févea)

Severo

2.5. DIAGNOSTICO

El aumento exponencial de la DM a nivel mundial ha forzado el desarrollo de
herramientas diagnésticas que puedan detectar la aparicién de RD de manera rapida y efectiva.
Tradicionalmente, la mayoria de los programas de cribado de RD se han basado en fotografias
del fondo de ojo, con camaras midriéticas o no midridticas. Actualmente, la tecnologia ha dado
un salto cuantitativo y cualitativo significativo, con una importante mejora en términos de
accesibilidad y precisién diagnéstica. La toma de imagenes fundoscépicas mediante la
utilizacion de smartphones, OCT vy técnicas de campo ultra amplio, en conjunto con softwares
revolucionarios de inteligencia artificial, ha abierto las puertas a una nueva era en el diagnéstico

temprano y seguimiento de pacientes con RD.
2.5.1. SISTEMAS DE IMAGEN

e Retinografia (figura 7): Los sistemas digitales actuales de fotografia fundoscépica son una

alternativa fiable a las fotografias de 7 campos tradicionales utilizadas en el marco de los
estudios ETDRS (87). Los retindgrafos actuales presentan resoluciones en el rango de 20
megapixeles, por encima de la resolucion minima de 2-3 megapixeles necesaria para
distinguir un microaneurisma aislado (88). Varios ensayos han demostrado que las cdmaras
midriaticas presentan mayor sensibilidad y especificidad para la deteccion de RD
comparados con los retinégrafos no midriaticos (88). Sin embargo, debido a consideraciones
préacticas y logisticas, la mayoria de los programas de cribado utilizan retindgrafos no
midriaticos. Programas mas modernos utilizan una Unica fotografia de 45° o incluso dos 0

tres fotografias multi-campo (89).
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Figura 7. Retinografia convencional de cribado que muestra 45° de la retina.

Imagen de campo ultra amplio (figura 8): Se trata de otra modalidad para realizar cribado de

RD, especialmente apropiado para detectar lesiones isquémicas periféricas y RDP (90). Las
imagenes de campo ultra amplio alcanzan el 80% de la superficie retiniana y detectan la RD
con un 99% de sensibilidad y 97% de especificidad (91).

Figura 8. Retinografia de campo ultraamplio que muestra 220° retinianos.
Tom

ografia de coherencia dptica (figura 9): Aunque la retinografia es una herramienta de

diagndstico til, presenta una baja precision para detectar EMD por su naturaleza
bidimensional y porque no puede medir de manera fiable el grosor retiniano. El programa
nacional de cribado inglés para la deteccion de EMD se basa en 3 signos fotogréficos: en
primer lugar, la presencia de exudados foveales, a menos de un area de disco medido desde
la fovea; en segundo lugar, el hallazgo de exudados circinados en la mécula; y tercero, la
presencia de microaneurismas o hemorragias que se encuentren dentro de un area de disco
desde el centro foveal (92). Sin embargo, este método presenta limitada utilidad diagnéstica.
Los métodos de fotografia fundoscopica ofrecen un 86,6% de falsos positivos en la deteccion
de EMD, de acuerdo a un estudio transversal (93). Es por esta razén que la OCT macular es
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una mejor opcion para evaluar la méacula. Varios estudios han investigado el coste-
efectividad y la eficiencia de utilizar la OCT macular en programas de deteccion de EMD
(94). La OCT permite un analisis detallado de todas las capas retinianas. Por ejemplo,
cuantifica el adelgazamiento de la capa de fibras ganglionares y fibras nerviosas debido al
proceso neurodegenerativo que tiene lugar en los pacientes con RD. También puede detectar
la desorganizacion de las capas retinianas internas maculares, signo acufiado en inglés DRIL
(disorganization at the macular internal retinal layer), como biomarcador de empeoramiento

visual (95); asi como la integridad de los conos y del epitelio pigmentario en la parte externa

de la retina.

Figura 9. Imagen de tomografia de coherencia 6ptica. A la izquierda, perfil macular normal,
frente a la imagen de la derecha, en la que se observa EMD.

e Angiografia por OCT (OCT-A) (figura 10): Es una nueva técnica de imagen no invasiva
capaz de formar un mapa de la circulacién retiniana utilizando algoritmos que detectan el
movimiento de los hematies a su paso por los vasos retinianos. Esta técnica puede mostrar
microaneurismas, NV o areas isquémicas, pero solo en el polo posterior, sin posibilidad de
valorar la periferia (96). Describe la anatomia y el flujo sanguineo del &rea avascular foveal
y los plexos retinianos superficial y profundo de la macula (96,97). La OCT-A puede medir
ademas la progresion de la RD al correlacionar los cambios vasculares con la AV (98).

PR A

AngioPlex Avascular: CPE+0, RPEfit-70

Figura 10. Imagenes de angiografia por OCT de individuo sano, en la que se muestran los cortes en
“face” (equivalente a un corte coronal anatomico) en la parte superior, con sus correspondientes cortes
longitudinales “b-scans” en la parte inferior. De izquierda a derecha, observamos la serial obtenida de
la vascularizacion a nivel del plexo superficial, profundo, retina avascular, coriocapilar y coroidea.
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Imagen mediante smartphone: La mayoria de retindgrafos y sistemas OCT son caros y

requieren especialistas entrenados para interpretar la imagen retiniana. Para resolver este
problema, se han desarrollado algunas aplicaciones para smartphones que se han mostrado
efectivas y accesibles para la deteccién de RD. Las cdmaras de los méviles modernos tienen
incluso mayor resolucion que algunas camaras fundoscépicas. Los smartphones de nueva
generacién incorporan camaras digitales de campo amplio con resoluciones mayores a 10
megapixeles (89). Actualmente, se necesita del acople de lentes suplementarias y un software
especifico de edicion de imagen. Varios ensayos clinicos han demostrado el potencial de estos
dispositivos para detectar RD en diferentes regiones del mundo (99).

e Sistemas automaticos para evaluacién de imagenes de RD en teleoftalmologia: Gardner et al.

describieron el uso de una red neuronal artificial capaz de detectar RD con un 88% y 83% de
sensibilidad y especificidad, respectivamente, comparado con un oftalmélogo entrenado
(100). Estos sistemas utilizan algoritmos de reconocimiento de patrones que identifican
signos especificos de RD, como microaneurismas. No obstante, el preprocesado de imagen
requiere mucho tiempo para identificar signos clinicamente importantes y el desarrollo de
descriptores matematicos para los diferentes tipos de lesiones. EI Deep Learning es una
nueva inteligencia artificial que utiliza redes neuronales convolucionales para interpretar
imagenes mediante analisis repetitivo y comparacion del resultado con un estandar que se
autocorrige si detecta un error. Multiples estudios han demostrado resultados prometedores
de algoritmos de Deep Learning capaces de identificar signos especificos de RD sin la
necesidad de ensefiar previamente a los sistemas informaticos. Entre los primeros estudios,
Shu D et al. determinaron en 2017 una sensibilidad y especificidad de este sistema en torno
al 90 y 95%, respectivamente (101). No obstante, la aplicacion a la practica clinica no ha
sido tan inmediata como se esperaba. Revisiones mas actualizadas sobre el uso de estos
sistemas establecen unas cifras de sensibilidad del 93% y de especificidad del 88% (102). La
generacion actual de algoritmos de Deep learning que emplea fotografias fundoscdpicas a
color ha alcanzado una tasa de calificacion similar a la de un especialista en retina (102,
103). Algunos de estos algoritmos, como el IDx-DR, han sido aprobados por la FDA (en
inglés, Food and Drugs Administration) (104). Estos sistemas se entrenan utilizando signos

conocidos de RD, como microaneurismas, hemorragias o exudados.
2.5.2. INDICACIONES DE CRIBADO

Las guias sobre diagnostico de RD del Consejo Internacional de Oftalmologia (ICO,
abreviatura en inglés para International Council of Ophthalmology), incluyen la examinacion
retiniana con (a) oftalmoscopia directa/indirecta o examen fundoscépico en lampara de

hendidura, o (b) mono-fotografia o estereofotografia mayor o igual a 30° del campo retiniano,
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asociado 0 no a una OCT. Estas imagenes deberian ser siempre analizadas y clasificadas por un
especialista entrenado (105).

La Asociacion Americana de Teleoftalmologia establece cuatro niveles cualitativos en
referencia a los sistemas evaluadores de RD. Los métodos descritos por las guias del ICO serian
considerados de nivel 1, que se refiere a programas que puedan distinguir entre la ausencia o
presencia de minimas alteraciones de RD. En el polo opuesto, el nivel 4 describe sistemas
capaces de realizar una estadificacion completa del grado de RD en leve, moderada, severa y
pre-proliferativa, con o sin EMD (89).

En cuanto a cuando hay que comenzar el cribado las guias difieren. En el Reino Unido
se recomienda realizar una prueba para descartar RD en toda persona diagnosticada de DM a
partir de los 12 afios de edad como resultado de un estudio que incluy6 2125 nifios diabéticos
menores de 12 afios, demostrando que s6lo 3 de ellos (0.17%) presenté complicaciones visuales,
y que ninguno requirié tratamiento. Las guias de la ADA recomiendan iniciar el screening 5
afios tras el diagnostico de DM1 y al momento del diagndstico en DM2, criterio que se sigue
también en Espafia, como queda reflejado en el documento “Consenso en el Cribado de
Retinopatia Diabética”, en el que participaron varias sociedades espafiolas, entre ellas la
Sociedad Espafiola de Diabetes, Sociedad Espafiola de Medicina Familiar y Comunitaria, la
Sociedad Espafiola de Oftalmologia y Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo (106).

Sobre qué tipo de screening realizar, el Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud
publicé en 2019 un informe de coste-efectividad a nivel nacional para el uso de sistemas de
campo ultra-amplio a peticion del Ministerio de Sanidad. En este informe, se detalla que la
mayoria de programas de cribado de RD en las autonomias espafiolas utiliza retindgrafos no
midriaticos con imégenes de 45°. En la comparacion de los sistemas de campo ultra-amplio
frente a los no midriaticos se calculd un sobrecoste de 55 a 227,42 € por paciente segun la
densidad de poblacion. Ademas, en la comparacion a efectos de calidad diagnostica, el informe
detalla que a pesar de una mayor sensibilidad de los retinégrafos de campo ultra-amplio frente a
los retindgrafos no midriaticos en estadios de RDNP leve y moderada, esta se iguala en estadios
avanzados, en los cuales es mas probable que aparezca una complicacion visual tratable. De esta
manera, se concluy6 que las camaras no midriaticas continuaban siendo méas coste-efectivas

para los programas de cribado de RD (107).
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2.6. MANEJO

2.6.1. PRIMERA VISITA

La siguiente figura muestra de manera esquematica las acciones a realizar durante la
primera visita oftalmolégica de un paciente con cribado de RD positiva.

TN

DM1 /" PRIMERA DM2
i [ TVISITA |
Cribado a los 5 i
afios del + \H OFTALMOLOGIA ,.'I + C.l'lba('io _
diagnostico \ si z RDNP moderada al diagndstico
“ /
CONSEJO ~ EDUCACIONAL

1. Educacion 2. Metas para control 3. Definir el

de factores de riesgo grado de RD

«LaRDesla
primera causa de
ceguera en
poblacion activa

* Fundoscopia,
valorando la
periferia retiniana

* HbAlc < 7%
* TA < 150/85 mmHg
* Control del perfil

«La cequera por RD lipidico con * AGF
se pugde evFi)Iar fenofibrato * OCT macular
siguiendo las * Reduccion de la ¢ OCT-A macular
recomendaciones oheesidad

sanitarias

Establecer comunicacion activa con el endocrinélogo y el médico de familia del paciente

Figura 11. Manejo en la primera visita oftalmoldgica de un paciente diabético (creacion propia).

2.6.2. CONSEJO EDUCACIONAL

Como se detalla en la figura 11, el consejo educacional es crucial para que los pacientes
entiendan la implicacion de la RD y la importancia de acudir a los controles sucesivos. Un
estudio retrospectivo basado datos de 52067 pacientes que acudian anualmente a screening de
RD demostro que el absentismo en las visitas incrementaba de manera importante la proporcion
de pacientes que debian ser derivados a oftalmologia en la siguiente visita. Se ha de vigilar
especialmente a pacientes varones jovenes con DM1, que son los que con mas frecuencia no se
presentan a los controles (108).

La RD es, como se ha mencionado en secciones previas, la primera causa de ceguera en
el grupo poblacional de edad laboralmente activa (41), y refleja la afectacion sistémica por la
DM. De hecho, la presencia de RDNP en estadio leve implica ya un exceso de mortalidad del
81%, porcentaje que se incrementa en un 314% en el caso de presentar RDNP moderada-severa
(109). Una DM no controlada, no sélo incrementa las posibilidades de padecer ceguera, sino
también muerte por otras causas. Un punto a tener en cuenta es que la ceguera causada por RD
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podria ser evitable casi en un 100% si se siguen las recomendaciones de tratamiento y

seguimiento (110).

2.6.3. CONTROL DE LOS FACTORES DE RIESGO: OBJETIVOS

En los estadios iniciales de RD, el riesgo de pérdida visual es bajo y, como se ha

mostrado en la figura 11, el control de los factores de riesgo asociados con el desarrollo y

progresion de la enfermedad es el Unico tratamiento preventivo que se puede ofrecer a los

pacientes. Para ello se deben establecer metas especificas. Los principales objetivos para el

control de la RD son la regulacion de la HbAlc y la TA. Otros objetivos incluyen la reduccion

del perfil lipidico y la obesidad.

HbA1C < 7%: El control del perfil glucémico influye en la memoria metabdlica, de manera
que su control estricto a lo largo del tiempo ejerce un efecto protector sobre la progresion de
la RD (65). Por ello, la intervencion temprana sobre este parametro es esencial. La reduccion
de un 1% en el nivel de HbAlc se asocia a una reduccion del 35% del riesgo a desarrollar
RD, del 15-25% del riesgo de progresion, de un 25% respecto a la pérdida visual y de un
15% del riesgo de ceguera (111). En DM1, un valor de HbAlc menor al 7% disminuye en un
75% el desarrollo de RD y en un 50% su progresién, en comparacion a valores de HbAlc del
9%. A pesar de la importancia de reducir los niveles de HbAlc, este descenso no ha de ser
agudo, porque, aparte del riesgo de hipoglucemia, esta reduccion aguda podria promover de
forma no deseada la progresion de la RD, como demostrd un estudio focalizado en pacientes
obesos que fueron sometidos a cirugia bariatrica. Un 18,9% de los pacientes que no
presentaban RD antes de la cirugia desarrollaron la enfermedad en el primer afio tras la
intervencion (112). Es por ello, por lo que se recomienda una valoracion oftalmolégica basal
de aquellos pacientes que vayan a ser sometidos a cirugia bariatrica.

La meta de un nivel de HbAlc < 7% puede variar en algunos casos (113). Se recomienda un
valor por debajo de 6,5% en aquellos pacientes en riesgo conjunto de nefropatia y
retinopatia. Valores entre 7,1 y 8,5% seran tolerables en el caso de comorbilidad multiple y
en casos en que, a pesar de tratamiento maximo, sea dificil alcanzar un valor inferior a 7%.

TA < 150/85 mmHg: Se ha demostrado un 33% de reduccidn de la progresion de la RD y de

la necesidad de tratamiento con l&ser, asi como un 50% de reduccién de pérdida visual en
pacientes con presiones menores a 150/85 mmHg (114). Aungue estos datos son antiguos,
dos revisiones més recientes y un metandlisis indican que la reduccion de la TA previene el
desarrollo de RD en un margen de 5 afios (115) y que reduce el riesgo relativo de incidencia
de RD en un 17% (116), pero no hay evidencia clara de que se reduzca la progresion una vez

que la complicacion ha aparecido. En contraposicién con el control glucémico, el control de
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la TA no presenta memoria metabdlica; una vez que se descompensa, el riesgo de progresion

aumenta sin efecto protector del control previo.

o Perfil lipidico: Varias revisiones han demostrado que el tratamiento con fenofibrato reduce la

progresion de RD y la necesidad de tratamiento con l&ser en pacientes con DM2 (117,118).

e Obesidad: Un metandlisis publicado en 2018 demostré que la obesidad suponia un riesgo

relativo de 1,2 para presentar RD, sobretodo en DM2, aunque no se relaciond con mayor
porcentaje de RDP (119).

e Consumo de tabaco: la asociacion del consumo de tabaco con el desarrollo de RD se ha

establecido en DM1 pero no en DM2 (120).

2.6.4. ESTADIFICACION DEL GRADO DE RETINOPATIA

Una vez se ha detectado la presencia de RD en el programa de cribado, el objetivo es

evitar la pérdida visual asociada a EMD o estadios avanzados de la afectacién retiniana. La

primera accion es determinar el grado de RD, que determinara el plan a seguir en referencia a

tratamiento y programacién de visitas. En la siguiente tabla, se muestra de manera resumida la

planificacion propuesta segun el estadio, tomando como referencia la clasificacion ICDSS (tabla

4) y teniendo en cuenta el riesgo de desarrollar RDP:

Tabla 6. Resumen de estrategias segun el grado de RD (105).

RIESGO DE
PROGRESION A
RDP A 5 ANOS (86)

DERIVACION A
OFTALMOLOGO

TRATAMIENTO

ROL DE
ANTIOXIDANTES

SEGUIMIENTO

Sin RD RDNP RDP
Leve Moderada  Severa
2.2% 13% 27% 45%
INDICADO
ANTI-
OBSERVAR OBSERVAR PFC VEGF/
PFC/
VPP
INDICACION POTENCIAL EN DUDA
1-2 afios 6-12  3-6 meses/ <3 <1 mes
meses/ 6-12 meses*  meses Si
1-2 estabiliza
anos* da 6-12
meses

EMD

Sin afectacion
foveal

RECOMENDADO

LASER
FOCAL/
REJILLA

Afectacion
foveal

INDICADO

ANTI-VEGF

INDICACION POTENCIAL

3 meses

1 mes

Abreviaturas. ANTI-VEGF: en inglés Anti-Vascular endothelial growth factor; EMD: Edema macular
diabético; RD: Retinopatia diabética; RDNP: Retinopatia diabética no proliferativa; RDP: Retinopatia
diabética proliferativa; PFC: Panfotocoagulacion VPP: vitrectomia pars plana.
*Recomendaciones especificas para entornos con recursos bajos o intermedios.
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En la primera visita, ademas de la exploracion fundoscoOpica, se recomienda la

realizacion de las siguientes exploraciones complementarias:

e Angiografia fluoresceinica (AGF) de campo amplio: Aunque algunas guias recomiendan

realizar la AGF de manera individualizada previo a la indicacién de tratamiento laser a nivel
macular (121), es fundamental evaluar la vascularizacion de la retina periférica, ya que el
hallazgo de isquemia generalizada supone la indicacién de tratamiento laser para prevenir la
evolucion a RDP (122). Dado que la OCT-A de campo amplio hoy en dia no esta plenamente
desarrollada y tampoco disponible en la practica clinica, es recomendable realizar una AGF
de campo amplio en estadios de RDNP. Hasta la fecha, es la mejor exploracion para
estadificar la RD (123), detectando 1,6 a 3.5 veces més campos, influyendo en la
clasificacion.

e OCT: Deberia ser obligatoria en cada visita ya que determinados tipos de EMD sélo se
pueden detectar mediante esta prueba. La OCT también es la herramienta mas (til para
calcular y monitorizar la respuesta individual de cada paciente al tratamiento intravitreo con
farmacos anti-VEGF (124).

e OCT-A: La OCT-A puede demostrar areas de no perfusion capilar y es muy atil en el
manejo de pacientes con RD y pérdida de AV sin EMD central. Un incremento en el area de
la zona avascular foveal se ha asociado con peor AV (121,125-128) .

2.6.5. SEGUIMIENTO

La periodicidad de los controles se realizard de acuerdo con las recomendaciones
mostradas en la tabla 6. En las visitas sucesivas, se debe reevaluar el estadio de RD determinado
la AV, realizando una fundoscopia que incluya periferia retiniana y una prueba de OCT
macular.

Ante un paciente que evoluciona a RDNP moderada-severa, con riesgo de progresion a
RDP, esta indicada la realizacién de una AGF. Las imagenes de campo ultra-amplio han
mostrado en la Gltima década su utilidad en el seguimiento de la RD. El estudio llevado a cabo
por Wessel et al., compar6 la visualizacion obtenida mediante angiografia de campo ultra-
amplio de 200° frente al aislamiento de los 7 campos estandar del protocolo ETDRS, que
suponen aproximadamente la visualizacion de 75° retinianos. En su muestra de 218 ojos, la
AGF de campo ultra-amplio demostrd capacidad para detectar 3,9 veces mas &reas de no
perfusion, 1,9 veces mas areas de NV y 3,8 veces més areas de panfotocoagulacion (PFC) (129).
Se ha analizado también el denominado indice isquémico, dividiendo el niumero total de pixeles
de éareas de no perfusion entre los pixeles totales. Este indice se ha relacionado de manera
significativa con el desarrollo de EMD (130), el aumento de la zona avascular foveal (131) y
presencia de NV (132).
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2.6.6. ESTRATEGIAS DE TRATAMIENTO VIGENTES

El tratamiento oftalmoldgico activo estd indicado si existe EMD, que puede estar
presente en cualquier estadio de la RD, cuando una RDNP moderada-severa presenta riesgo de
progresion a RDP o si ya estd presente la RDP. Los tratamientos aplicables para estas
situaciones son los farmacos anti-VEGF, la fotocoagulacion con laser o cirugia de vitrectomia,

que se discuten a continuacion.
2.6.6.1 Edema macular clinicamente significativo

La fotocoagulacion con laser focal fue en el pasado el estandar de tratamiento del
EMCS. En el marco de los estudios ETDRS se demostr6 que el laser focal o en rejilla reducia el
riesgo de mayor pérdida visual y se propuso como el tratamiento de eleccion (133,134). En los
afios 2000s la triamcinolona intravitrea comenzd a utilizarse, pero en 2008 la red DRCR (en
inglés Diabetic Retinopathy Clinical Research) demostrd que el laser era superior a la terapia
con triamcinolona (135).

Impactos de Laser en Retina/EPR

Laser de Argén

Figura 12. A la izquierda se muestra imagen de angiografia fluoresceinica de un paciente con
isquemia retiniana (flecha roja indicando area de no perfusion) y NV, es decir, presenta RDP.
A la derecha, retinografia del mismo paciente en la que se observan las marcas tras el
tratamiento con laser. En este caso no se trata de un tratamiento focal sino de toda la retina
periférica por presentar RDP.

La terapia intravitrea con agentes anti-VEGF (figura 13) para el EMD comenz6 en el
afio 2010, momento en que la DCRC demostro que las inyecciones intravitreas de Ranibizumab
superaban al tratamiento con laser en el manejo de la enfermedad (136). Posteriormente,
maultiples estudios pusieron de manifiesto que otros agentes anti-VEGF (Bevacizumab y
Aflibercept) también eran superiores al laser. La FDA aprobd el uso de Aflibercept y
Ranibizumab como tratamientos para el EMD, mientras que el Bevacizumab se ha seguido
utilizando fuera de indicacién. La terapia anti-VEGF constituye actualmente el tratamiento
estandar en el manejo de ojos con EMD central. Numerosos ensayos han demostrado sus
beneficios en comparacion con laser o incluso frente a terapia combinada con laser (136-141).

La mayoria de ojos con EMD responden a terapia anti-VEGF con algin grado de mejora
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anatémica y visual, pero en un ndmero significativo de 0jos, no se consigue la resolucion
completa (142). En la practica clinica, es frecuente encontrar un nimero inadecuado de
inyecciones intravitreas durante el seguimiento, en su mayor parte debido a la dificultad de
realizar visitas mensuales. Un estudio aleatorizado que evalud los resultados tras realizar
tratamiento con Bevacizumab, Ranibizumab o Aflibercept, demostr6 una mejoria global de 7,4
letras en la AV respecto a la vision basal tras 5 afios. No obstante la mejoria de la AV decayo
entre el segundo y quinto afio de seguimiento, periodo durante el cual no se siguié un protocolo
especifico de tratamiento (143).
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Figura 13. Tratamiento intravitreo con farmacos anti-VEGF.

El tratamiento intravitreo con glucocorticoides, con los implantes de acetonido de
fluocinolona de liberacion sostenida o el implante de dexametasona (figura 14), se han evaluado
en multiples estudios y han demostrado ser efectivos en la reduccion del grosor retiniano y en la

mejora de AV. Sin embargo, se incrementa el riesgo de cataratas y de glaucoma (144,145).

Ozurdex Implant Inside an Eye

Figura 14. Representacion de inyeccion intravitrea de implante de dexametasona (Ozurdex®).

La Sociedad Europea de Especialistas en Retina no recomienda la fotocoagulacion con
laser para el tratamiento del EMD, y sugiere la terapia anti-VEGF como primera linea de
tratamiento. Los corticoides mantienen su rol en el EMD crdnico persistente (146).

Los antioxidantes podrian jugar un efecto adyuvante a los tratamientos mencionados

regulando a la baja la expresion de VEGF y las vias proinflamatorias (147). Esta propuesta fue
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estudiada por Lafuente et al., observando la efectividad de Ranibizumab intravitreo combinado
con un suplemento dietético rico en acido docohexaenoico (ADH)) y otros antioxidantes (148).
Este grupo encontré una mejora significativa en el grosor macular central (GMC) comparado

con pacientes que sélo recibieron Ranibizumab.
2.6.6.2 Retinopatia diabética proliferativa

La PFC es efectiva para mantener la vision central, pero se puede asociar a
exacerbacion del EMD, pérdida de campo visual, empeoramiento de la calidad de vision
nocturna y de sensibilidad al contraste. No obstante, la PFC con laser se ha considerado el
tratamiento de eleccion de la RDP.

Actualmente se ha relacionado el desarrollo de RD y EMD con altas concentraciones de
VEGF en el segmento posterior ocular (134,149). La terapia con anti-VEGF en pacientes con
EMD ha demostrado paralelamente una rapida regresion de la NV retiniana, introduciendo la
posibilidad de su uso como tratamiento para la RDP. Existe evidencia creciente procedente de
ensayos clinicos que demuestra que las inyecciones de farmacos anti-VEGF son seguras y
efectivas en el tratamiento de la RDP en un periodo de al menos 2 afios. La red DRCR vy el
estudio CLARITY reportaron que no habia diferencias estadisticamente significativas en la AV
entre pacientes tratados con anti-VEGF (Ranibizumab y Aflibercept) y aquellos tratados con
PFC tras 2 afios (150,151). Diferentes estudios han demostrado una mejor AV, menor
incidencia de EMD, menor reduccién del campo visual y menor ndmero de vitrectomias por
complicaciones avanzadas de la RD en pacientes tratados con anti-VEGF respecto a tratamiento
con PFC. La desventaja es que presentan un efecto de menor duracion y que requiere mayor
namero de visitas (152).

En 2018, el estudio PACORES reveld el efecto sinérgico al combinar PFC con anti-
VEGF, y concluyé que el tratamiento con Ranibizumab y laser resultaba mas efectivo que el
laser en monoterapia para la regresion de la NV (153). Estos resultados sugieren que la terapia
intravitrea con anti-VEGF puede ser una alternativa o una terapia adyuvante a la PFC en ojos
con RDP. Sin embargo, en la practica clinica, las inyecciones de anti-VEGF en pacientes con
RDP presentan algunas barreras que pueden impedir el manejo correcto de la enfermedad como
son: la frecuencia de visitas, el nimero de inyecciones, el coste del tratamiento y la preferencia
de los pacientes deben ser considerados en cada caso (154). La tasa de retencion a 5 afios, a
pesar de los méaximos esfuerzos en el protocolo de la red DRCR, fue solo del 66% (155). En un
estudio de cohortes retrospectivo de pacientes con RDP, el absentismo en las visitas en un
periodo de seguimiento de 4 afios fue del 25,4% (156). Ojos con RDP tratados Unicamente con
farmacos anti-VEGF intravitreos presentaron peores resultados anatémicos y funcionales tras la
falta de seguimiento durante periodos de mas de 6 meses en comparacion a 0jos tratados con
PFC (157).
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La terapia anti-VEGF no ha demostrado mejorar la perfusion retiniana y puede que no
prevenga la progresion de las areas de no perfusion. Tras el cese de inyecciones, la aparicién de
NV recurrente puede causar pérdida de AV significativa por desprendimiento de retina
traccional o glaucoma neovascular (158).

El uso de farmacos anti-VEGF en monoterapia para tratar RDP requiere una
monitorizacion exhaustiva. La realizacidon de PFC, especialmente en ojos con areas de isquemia
clara, reduce la liberacion de VEGF de manera sostenida y duradera. El efecto sinérgico de la
terapia anti-VEGF y la PFC favorece la regresion de la NV. En el caso de EMD asociado a
RDP, la monoterapia con anti-VEGF es una buena opcion, una vez que la NV se ha
estabilizado; si se requiriese un nuevo tratamiento, el manejo apropiado seria reevaluar el
tratamiento con anti-VEGF o PFC (159).

Con la introduccién de los sistemas de imagen de campo ultra-amplio, se ha propuesto
la fotocoagulacidn sectorial de las areas de no perfusion, para reducir los efectos secundarios del
tratamiento con laser en términos de reduccion de campo visual y exacerbacion de EMD. En el
estudio prospectivo publicado por Muquit et al. se realiz6 fotocoagulacion sectorial guiada por
AGF de campo ultra-amplio, y se demostr6 una regresion de la RDP del 76% a las 12 semanas,
realizando retratamiento con laser en los 0jos sin regresion. A las 24 semanas, un 30% necesito
retratamiento por presentar RDP activa. En cuanto a las variables clinicas, a las 24 semanas se
reporté una mejora de la sensibilidad en el campo visual (+1,26 dB de desviacion media), una
disminucién del GMC (-12,1 micras) y una mejora de +3 letras en los test de mejor AV
corregida (MAVC). Una limitacién importante de este estudio es la ausencia de aleatorizacion
para realizar una comparacion con el tratamiento estandar de PFC (160).

En este apartado se ha descrito el tratamiento de la RDP una vez establecida, pero las
guias también recomiendan, dado el riesgo de progresion a RDP, el tratamiento mediante PFC
en pacientes que presenten RDNP severa con alguno de los siguientes factores de riesgo (161-
163):

e Mal control metabdlico o absentismo.

e RDP en el ojo contralateral.

e Progresion del estadio de retinopatia severa (clasificacion ETDRS).

e Presencia de catarata que pueda limitar la PFC a corto plazo, y previo a la cirugia de esta.
e Embarazo.

e Presencia de areas generalizadas de isquemia visualizadas mediante AGF.
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3. ANTIOXIDANTES Y RETINOPATIA DIABETICA

3.1. OXIDACION Y RETINA

3.1.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y PEROXIDACION LIPIDICA

La mayor parte del oxigeno consumido en nuestro organismo (>90%) se reduce a
moléculas de agua por la enzima citocromo oxidasa en la cadena de transporte de electrones a
nivel mitocondrial. EI oxigeno restante, se reduce por procesos de transferencia de electrones en

reacciones de oxidacion-reduccion (REDOX). En este proceso, la transferencia de un electron a

la molécula de oxigeno produce O, (figura 15) (164).
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Figura 15. Consumo de oxigeno via transferencia de electrones (165).

La enzima SOD, cataliza la conversién de O, a H.O, mediante la transferencia de otro
electron y la captacion de dos moléculas de hidrogeno. La transferencia de un electrén a la
molécula de H,O,, da lugar a su disociacion en un radical hidroxilo ("OH) y un anion hidroxilo
(OH"). Cuando el "OH capta otro electrdn y otro protén da lugar a la formacion de agua (165).
El paso de H,O, a moléculas de agua también puede ser catalizado por las enzimas catalasa y
peroxidasa, sin liberacion de ‘OH, altamente inestable (165). La GSH peroxidasa utiliza
moléculas de GSH reducido como donante de electrones. En estas reacciones pasa a su forma
oxidada (GSSG). El ratio GSH/GSSG es un buen indicador de la homeostasis redox (166). En la

figura 16 se han representado las reacciones de las enzimas SOD, catalasa, peroxidasa y GSH

peroxidasa.

Superoéxido dismutasa

0, +0, +2H+ H,+ H,+ O,
Catalasa
2H,0, 2H,0 + 1/2 0,
Peroxidasa
H,0,+ R (OH), 2H,0 + RO,
Glutatién peroxidasa
H,0,+ 2GSH GSSG + 2H,0

Figura 16. Reacciones de las enzimas antioxidantes SOD, catalasa, peroxidasa y GSH peroxidasa.
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Las ROS incluyen radicales libres, el H,O: y el oxigeno singlete (*0.). Participan en las
reacciones fisioldgicas, pero si no son correctamente reguladas, se produce estrés oxidativo y
dafo celular derivado de su interaccion con acidos grasos poliinsaturados (elementos esenciales
de las membranas celulares), ADN, proteinas, glucidos y otros lipidos (167). Los radicales

libres son moléculas que presentan un electrdén no apareado, confiriéndoles su caracter inestable

y altamente reactivo. Forman parte de este grupo el 0> , el "OH, asi como perdxidos de lipidos,
proteinas o &cidos nucleicos (165,168).

La peroxidacion lipidica es una reaccidn en cadena en la cual diversas ROS atacan
lipidos que contienen enlaces dobles de carbono. Este fendmeno afecta especialmente a acidos
grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de membrana, vulnerables porque sus hidrégenos
alilicos son facilmente atacados. La oxidacion lipidica por el ataque de las ROS se produce en
tres fases: iniciacion, propagacion y terminacion, representadas en la figura 17. En la iniciacion,
se elimina un hidrégeno alilico, generando un radical lipidico intermedio. En la fase de
propagacion, el radical intermedio reacciona con oxigeno en cualquier extremo para formar
radicales peroxilo. El radical peroxilo puede reaccionar de nuevo eliminando otro hidrégeno,
dando lugar a un nuevo radical intermedio y a hidroperoxido lipidico. Siempre que haya
oxigeno disponible, un solo radical puede promover la oxidacion de miles de acidos grasos. La
terminacion tiene lugar cuando dos formas radicales generan un producto no radical. Por
ejemplo, cuando antioxidantes como la vitamina E donan un atomo de hidrégeno al radical
peroxilo, se produce un radical de vitamina E, que reacciona con otro radical de peroxilo dando
lugar a un producto no radicalario (169).

Los productos primarios de la peroxidacion lipidica son los hidroperdxidos lipidicos,
gue se pueden descomponer dando lugar a diversos aldehidos, entre ellos el malondialdehido
(MDA) vy el 4-hidroxinonenal (4-HNE), utilizados como marcadores de peroxidacion lipidica.
La defensa enddgena contra los hidroperéxidos son las GSH peroxidasas (GSH-P) dependientes
de selenio, familia de enzimas que ademas de reducir el H>0, a 2 moléculas de agua, cataliza la
reduccion de los hidroperoxidos a sus correspondientes alcoholes. Las moléculas GSH

proporcionan los electrones necesarios para reducir los peréxidos lipidicos (168).
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Figura 17. Proceso de peroxidacion lipidica (Creacion propia).

3.1.2. SINTESIS DE GSH

El glutation reducido, principal regulador de la homeostasis redox intracelular, es un
tripéptido constituido por glutamato, cisteina y glicina. EI GSH se sintetiza en el citoplasma
gracias a la accion de dos enzimas, la glutamato cisteina ligasa (GCL) y la GSH sintetasa. Este
proceso va a depender de la actividad de la actividad de la GCL y de la disponibilidad del
sustrato cisteina, procedente de la via de la transulfuracién (170). En esta via, la metionina se
convierte a S-adenosilmetionina (SAM), que se transforma en s-adenosilhomocisteina (SAH) y
posteriormente a homocisteina. La homocisteina puede seguir la via de la transulfuracion, o
remetilarse para regenerar metionina. Si aumentan los niveles de metionina en el organismo vy,
con ello, de SAM, se favorece la formacion de cistationina a partir de la condensacién de serina
con la homocisteina gracias a la accion de la cistationina 8 sintasa y la utilizacion de fosfato de
piridoxal como coenzima (171). La cistationina se hidroliza a cisteina y a-cetobutirato gracias a
la actividad de la cistationina y-liasa o y-cistationasa La enzima GCL produce la union de L-
glutamato con la cisteina para dar lugar a y-glutamilcisteina, precursor de la molécula de GSH.
Posteriormente la GSH sintetasa catalizara la union de glicina para la formacion de GSH (figura
18) (172).
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Figura 18. Via de la transulfuracion y sintesis de GSH (171).

3.1.3. VULNERABILIDAD DE LA RETINA A LA OXIDACION

La retina es especialmente sensible al dafio producido por peroxidacién lipidica debido
a dos razones: su elevada concentracién en &cidos grasos poliinsaturados, especialmente el
acido docohexaenoico, y el alto aporte de oxigeno que recibe a través de la circulacion retiniana
y coroidea (30). Los acidos grasos poliinsaturados se concentran en los segmentos externos de
los fotorreceptores. Los segmentos internos de los fotorreceptores estan dotados de una gran
cantidad de mitocondrias por la elevada actividad metabolica asociada al ciclo visual, que
también produce ROS. Por otra parte, la alteracion de células del epitelio pigmentario de la
retina (EPR), esenciales para el soporte de los fotorreceptores, puede favorecer dafio
fotooxidativo por exposicién a la luz. Ademas de la funcién del EPR de absorber la luz dispersa
y desenfocada, se encarga de detoxificar los radicales libres y productos de peroxidacién
lipidica que se generan a nivel de los fotorreceptores (173). Se puede observar un esquema

anatomico de la retina en la figura 19, para situar cada tipo de célula (174).
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Figura 19. Esquema anatémico de la retina (173)

En modelos de RD se ha publicado muerte de células ganglionares (175), pero también
pérdida de fotorreceptores y células del EPR (176). La alteracion de las células de la retina
denota el proceso precoz de neurodegeneracion que se traduce en cambios electrofisiol6gicos
detectables previo a la aparicion de signos clinicos (77,78). También se ha postulado su
implicacion en la aparicion de EMD (79).

En fases més avanzadas, tiene lugar el dafio endotelial a nivel de la microvasculatura y
la alteracion de la barrera hematorretiniana interna, con aparicion de los signos fundoscopicos
de RD. En esta fase, la extravasacion de lipoproteinas alteradas por oxidacién o bien por

glicacion avanzada contribuye a extender y exacerbar el dafio oxidativo asociado a RD (177).
3.1.4. AGENTES ANTIOXIDANTES PROTECTORES DE LA RETINA

Dependiendo del mecanismo de accién, podemos distinguir antioxidantes enzimaticos y

no enzimaticos.
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3.1.4.1. Antioxidantes enzimaticos

Se trata de enzimas intracelulares intrinsecas (catalasa, SOD, GSH-P y peroxirredoxina)
que llevan a cabo la eliminacion de ROS en presencia de GSH, de diferentes coenzimas como la
ubiquinona (coenzima Q10) o cofactores como el cobre, el manganeso, el zinc o el selenio.
Algunos de estos cofactores se han afiadido a formulas de suplementacion oral para promover

los mecanismos inherentes de autodefensa en las células (167,178,179).
3.1.4.2. Antioxidantes no enzimaticos

Los agentes no enzimaticos actGan interrumpiendo las reacciones en cadena de las ROS.
Podemos considerar 2 grupos: antioxidantes no enziméticos endogenos como el GSH, o
exogenos, la mayoria de los cuales se pueden extraer de fuentes naturales (plantas y frutos). Se
incluyen dentro de este segundo grupo (167,180):

e Vitaminas: A, CyE.
e Polifenoles (181,182)

o Flavonoides: gran grupo de agentes que incluyen flavonoles, flavonas, flavanonas,
flavanoles, antocianinas, isoflavonas y chalconas (Ejemplo: pycnhogenol que contiene
catequina y epicatequina).

o No flavonoides

— Acidos fendlicos: &cidos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos.
— Curcuminoides
— Estilbenos: resveratrol y pteroestilbeno (PTER).
— Taninos: galotaninos, elagitaninos, procianidinas.
— Lignanos
e Carotenoides: luteina, zeaxantina, crocina y crocetina.

e Otros: Acido o-lipoico (179), 4cidos grasos poliinsaturados w-3 (183), dobesilato de calcio
(184).

En la retina, se ha determinado la presencia de cofactores y alguno de los mencionados
antioxidantes no enzimaticos. Por ejemplo, la mayor concentracién de selenio en el ojo de los
humanos se encuentra en las células del EPR (185). Entre las vitaminas, se ha determinado
presencia de vitamina C y E, esta Gltima concretamente en el EPR. En cuanto a los carotenoides,
la luteina y zeaxantina estan presentes en la neurorretina. A nivel foveal se localizan entre la
membrana limitante externa e interna, especialmente la zeaxantina. La luteina incrementa su

concentracion hacia la retina periférica (186).
3.2. POLIFENOLES

Entre los antioxidantes no enzimaticos exdgenos, los polifenoles constituyen un grupo
muy extenso de compuestos que presentan uno o mas anillos aromaticos con grupo(s) hidroxilo

(-OH) en su estructura molecular. Son los antioxidantes con mayor distribucion en nuestra dieta,
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en concreto en frutas y verduras, siendo los flavonoides y los &cidos fenolicos los maés
consumidos (181).

Son objeto de investigacion como terapia en enfermedades inflamatorias crénicas,
enfermedades neurolégicas, cardiovasculares y metabdlicas, asi como en el campo de la
carcinogénesis, ya que se ha observado su capacidad para producir efectos diferentes en funcion
de si la célula sobre la que actlan es sana o cancerigena. En este sentido, ademas de inhibir la
angiogénesis y ejercer su efecto antiinflamatorio, son capaces de inducir apoptosis por vias pro-
oxidativas interactuando sobre cascadas de sefializacion que afectan a la muerte y ciclo celular
(187).

El principal problema de su aplicacion en el campo de la Medicina lo plantea su pobre
biodisponibilidad, alcanzando los 6rganos diana en concentraciones muy bajas. Ademas, a
excepcion de los flavanoles que se presentan en forma de aglicona, la mayoria de polifenoles de
la dieta se encuentran en su forma glucosilada o formando polimeros, de manera que deben ser
hidrolizados para favorecer su absorcién a nivel del intestino grueso, mostrando una tasa de

absorcion de aproximadamente un 15 al 20% (181,187).
3.2.1. ESTILBENOS

El interés por los estilbenos y sus aplicaciones se increment6 al inicio de los afios 90,
momento en que se desarrollé el concepto de “paradoja francesa”, tras los hallazgos del
proyecto MONICA, observando una incidencia baja de enfermedad cardiovascular a pesar de
dietas ricas en grasas saturadas y factores de riesgo similares a otras poblaciones. Este hecho se
atribuy6 al consumo de vino, rico en flavonoides y otros compuestos fendlicos, de entre los
cuales el resveratrol era especifico de la uva y productos derivados, considerandose
biomarcador de su consumo (188). Aunque esta afirmacién inicialmente recibio varias criticas,
ya que habria de realizarse un estudio exhaustivo de las exposiciones de cada poblacion (189),
se ha desarrollado desde entonces investigacién cuantiosa en torno a estos compuestos, con
ensayos clinicos en relacion a diabetes, enfermedad cardiovascular, neuroldgica, carcinogénesis,
y aprobacién por la FDA de compuestos basados en su estructura molecular como el

tamoxifeno, raloxifeno o toremifeno (190).

A nivel molecular, los estilbenos son polifenoles con dos anillos aromaticos unidos por
un resto etileno (figura 20), que pueden presentarse en 2 formas isOmeras: trans-1,2-
difeniletileno (isémero E) y cis-1,2-difeniletileno (isémero Z). Se encuentran en la naturaleza de
manera mayoritaria en su forma trans, pudiendo sufrir transformaciéon a su forma cis por

exposicion a radiacion ultravioleta (190,191).
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El desarrollo de sus propiedades se ha relacionado con la presencia de grupos hidroxilo
en la estructura molecular (190). No obstante, los compuestos hidroxilados se metabolizan mas
rapido. Para solventar este problema, se hace uso de derivados con cambios en los grupos
hidroxilo. En esta linea, la metilacion de los grupos -OH confiere mayor lipofilidad, disminuye

su degradacion y promueve su captacién celular (181,190).

OH OMe
HO HO
\ O \ O N
OH OMe

1 2 3

Figura 20. Estructura molecular de 1) resveratrol, 2) pterostilbeno y 3) piceatanol. (Creacion propia)

La mayor parte de investigacion en torno a la suplementacion con polifenoles ha girado
hasta la fecha en torno al resveratrol, y se ha comprobado que dosis excesivas para subsanar la
baja biodisponibilidad pueden producir toxicidad, por su capacidad de inhibir el citocromo P450
a nivel hepatico, inhibir enzimas necesarias para la sintesis del acido desoxirribonucleico
(ADN) y favorecer cascadas proapoptéticas (192). Por ello se ha analizado el uso de analogos

como el PTER, pinosilvina, isorapontigenina 0 DMU-212 (190).
3.2.2. USO DE PTEROESTILBENO EN DIABETES Y RETINOPATIA DIABETICA

El PTER, es un analogo natural del resveratrol dimetilado en las posiciones 3 y 5 (210),
cuya absorcion por via oral en ratas demostré ser del 80% frente al 20% del resveratrol (193).
Aislado por primera vez en 1940 a partir del sandalo rojo (Pterocarpus santalinus), arbol
originario de la India, también se encuentra en el arbol malabar kino (Pterocarpus marsupium),
hojas de la uva (Vitis vinifera L.), especies de arandanos (Vaccinium ashei o Vaccinium
stamineum), drago de cochinchina (Dracaena cochinchinensis) y alguna planta leguminosa
(Guibourtia tessmannii) (191,194,195). Se ha demostrado la sintesis natural de PTER por la
resveratrol O-metiltransferasa in vitro e in vivo (plantas) en respuesta a agentes estresantes
como infeccion, radiacién UV o tratamiento con &cido clorhidrico (196).

El potencial del PTER como agente terapéutico en DM se ha analizado en modelos in
vitro e in vivo, observando sus efectos sobre las vias fisiopatolégicas de la hiperglucemia
crénica (Tabla 7). Ha demostrado mejorar la glucemia en ayunas y los niveles de insulina sérica,
traduciendo menor resistencia a la hormona (197-202), asi como un aumento en su via de
sefializacion PIBK/AKT in vitro (198,202) e in vivo (198,199,202).

El estado oxidativo se ha valorado midiendo el nivel de peroxidacion lipidica,

formacion de productos como MDA, la capacidad antioxidante total, niveles de enzimas
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antioxidantes intrinsecas como la SOD y los niveles del tripéptido GSH. Varios estudios han
demostrado que el PTER reduce los niveles de perdxidos lipidicos y MDA (197,199,201) y
aumenta la actividad de los sistemas antioxidantes endégenos (199,201). Algunos modelos
también han observado un aumento en la expresion y/o traslocacion nuclear del NRF2,
responsable de la expresidn de genes que codifican las enzimas antioxidantes (197,198).

Respecto al perfil lipidico, el PTER es capaz de producir disminucion significativa en
los valores de colesterol total (CT), triglicéridos (TG), LDL y lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) (197,199,200). Asi mismo, consigue mejorar el perfil inflamatorio, con una
disminucion en los niveles de IL-6, IL-1p o TNF-a (198-201).

Respecto a las dosis de tratamiento, el grupo de Sun et al. (199) compar( diferentes
cantidades de PTER a raz6n 20/40/80 mg/kg diarios en su modelo animal, observando que en
algunos pardmetros sélo se obtenian resultados significativos con la dosis intermedia de 40
mg/kg/dia (respecto a parametros oxidativos y PCR) y con la dosis alta de 80 mg/kg/dia (PCR).
Posteriormente, Zhang et al. (200) (mismo grupo de investigacion) compar6 las mismas dosis,
reportando resultados favorables Gnicamente con las dosis bajas-intermedias, en especial con la
dosis media de 40 mg/kg/dia, pero no con la dosis de 80 mg/kg/dia. Se deduce asi una tendencia
de mejor respuesta a dosis de PTER intermedias, existiendo controversia respecto al valor de
PCR, aunqgue el grupo advierte de la potencial variabilidad de respuesta individual entre ratas y
del desconocimiento de diferencias en las dianas moleculares segln la dosis de PTER.

En 2015, Shen y colaboradores (203) analizaron los efectos del PTER sobre un modelo
de RD in vitro. Se utilizaron cultivos de células endoteliales de retina humana. Por un aparte, se
demostrd en los cultivos sometidos a hiperglucemia y PTER, una disminucién significativa de
los factores inflamatorios TNF-a. e IL-1PB, reduccion de ROS y supresion del NF-«kB,
responsable de la transcripcién de la mayoria de las moléculas proinflamatorias; respecto al
medio enriquecido s6lo con glucosa. En cuanto a las defensas antioxidantes, los niveles de
enzima SOD aumentaron de manera significativa en el cultivo tratado.

En 2019, Millan 1. y colaboradores, de la Universidad de Valencia, publicaron los
resultados de la aplicacion de PTER en un modelo animal por induccién de DM1 en conejos. En
el grupo tratamiento, se administro sal de fosfato disédico de PTER subcuténea diaria, con dosis
equivalente a 50 mg/kg. En este estudio se demostr6 la capacidad del polifenol para producir un
descenso de la hiperglucemia respecto a los conejos con DM no tratados aungue sin llegar a
alcanzarse valores normoglucémicos. En el analisis de las retinas del grupo PTER, se comprobd
una disminucién de productos de peroxidacion lipidica (4-HNE) y proteica (m-Tyr/Phe, 3NO2-
Tyr/p-Tyr y 3CI-Tyr/p-Tyr, derivados de la oxidacion y la nitracion proteica en el aminoacido
tirosina), un aumento del ratio GSH/GSSG y de las enzimas SOD vy catalasa, asi como de la
activacion de NRF2, medido por la expresion proteica de la NADPH deshidrogenasa quinona 1
(NQO1) (175).
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Se llevé a cabo una valoracién de la imagen clinica de las retinas, utilizando el
programa “ImagelJ”, para analizar cambios en la tortuosidad vascular. En los conejos diabéticos
no tratados, se comprobd un incremento de este pardmetro, que el PTER fue capaz de revertir en
el grupo de tratamiento (204). En el analisis histologico de las retinas, se demostrd6 menor
muerte celular programada en la capa de células ganglionares en las retinas de los conejos
diabéticos tratados con PTER (175).

En este mismo modelo, se realizé una investigacién mas profunda de los productos de
peroxidacion lipidica derivados del ADH, adrénico (ADR) y ARA, para poder establecer
correlacion con productos presentes en muestras de sangre y orina. Se determind un aumento
significativo de prostaglandinas (PGs), isoprostanos, neuroprostanos, dihomo-isoprostanos y
dihomo-isofuranos (iso-F). Entre todos ellos, el producto 10-epi-17(RS)SC-A15-11-dihomo-
IsoF, derivado del acido ADR, se detectd elevado en las muestras de retina, plasma y orina de
conejos diabéticos, postulandose como posible biomarcador de RD, y sus valores fueron

normalizados por el tratamiento con PTER (205).

Tabla 7. Resultados de estudios que han analizado el uso de PTER sobre parametros
sistémicos en modelos animales e in vitro de DM.

Estudio Modelo Glucemiay Perfil lipidico Parametros Inflamacion ~ Enzimas
regulacién oxidativos hepaticas

Bhakkiyalakshmi ~ PTER oral 1 Insulina sérica | VLDL, | POL, MDA NR NR
et al. (2015) 2 grupos | GPA LDL Hepéticos
(197) Dosis: 1 Expresion NRF2

5/10 mg/kg/dia hepético

5 semanas

Ratas DM-STZ  (TG) (TG) (TG)
Sireesh et al. PTER4and8 In vitro: NR In vitro: NR
(2017) uM Tp-Akt 1 Activacion +
(198) In vitro: traslocacion NRF2

linea celular de In vivo:

insulinoma In vivo: 1 NRF2 tejido In vivo:

PTER oral 1 Insulina sérica pancreético Represion de

2 grupos | GPA la expresion

Dosis: de IL-1p,

5/10 mg/kg/dia TNF-o and

Ratas DM-STZ IFN-y
Sun et al. (2019) PTER oral 1 Insulina | CT, TG, 1 SOD* | IL-6, TNF-
(206) 3 grupos sérica LDL | MDA* o

| GPA | PCR*

Dosis lglucemia tras

20/40/80 TTOG

mg/kg/dia

1PI3K, p-Akt,
8 semanas GLUT4
*40 mg/kg *40/80
Ratas DM-STZ  (TG) mg/kg
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Zhang et al. PTERoral
(2020) 3 grupos
(200)
Dosis:
20/40/80
mg/kg/dia
6 semanas
Ratas DM-STZ
Zhao et al. PTER
(2021) (inyeccion
(201) intraperitoneal)
2 grupos
Dosis:

nanoparticulas
de
AAAFB-PTER
10/50/100
mg/kg/dia

+ insulina

2 semanas
Ratas DM-STZ

Yu et al. (2021)
(202)

PTER 10 pm
In vitro:

hepatocitos

PTER oral
Dosis:

200 mg / kg*
12 semanas
Ratas RI x
AGEs

| GPA, IPA* | TC, TG,
LDL*
|TC, LDL**
*20 mg/kg *20 mg/kg
**40 mg/kg
| Glucemia NR
(TG)
In vitro: NR

1 consumo glucosa
1 captacion glucosa
TPI3K/Akt

In vivo:
| GPA
TPI3K/Akt/SRI

VNIVERSITAT
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NR JIL-6, IL1B, | ALT
TNF-a*
*20/40 *20/40
ma/kg mg/kg
1 SOD, GSH, LIL-6, TNF-  NR
CAT o
| MDA
(TG)
(TG)
NR NR

In vivo:
| CML

Abreviaturas: AAAFB acido acrilamida fenilborénico, AGEs productos finales de glicacién avanzada,
ALT enzima alanina aminotransferasa, CAT capacidad antioxidante total, CML carboximetil-lisina, CT
colesterol total, GLUT4 proteina trasnportadora de glucosa-4, GPA glucemia plasméatica en ayunas,
GSH glutation, IFN-y interferon y, IL-6 interleucina 6, IPA Insulina plasmética en ayunas, LDL
lipoproteina de baja densidad, MDA malondialdehido, NR no reportado, NRF2 f Factor nuclear derivado
de eritroide 2, p-Akt proteina Akt fosforilada, PCR proteina C reactiva, PI3K fofatidilinositol-3-kinasa,
POL peroxidos lipidicos, PTER, RI resistencia insulina, SOD superdxido dismutasa, SRI sutratos del
receptor de insulina, STZ estreptozotocina, TG en todos los grupos de tratamiento TG triglicéridos, TNF-
a factor de necrosis tumoral a, TTOG test de tolerancia oral a la glucosa, VLDL lipoproteina de muy

baja densidad.
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Debido a su elevada prevalencia, su diagnostico tardio, el grupo de edad poblacional
gue sufre RD, la inexistencia de una aproximacion terapéutica efectiva, su fuerte componente
etioldgico oxidativo y del hecho de que es una patologia prevenible se origina que se postule la
siguiente hipdtesis: El tratamiento con antioxidantes naturales presentes en la dieta,
concretamente con el polifenol PTER, puede ser una buena aproximacion terapéutica para
prevenir la progresion de la RD hacia estadios avanzados, en los que las lesiones desarrolladas
son irreversibles. Para ello se plantea como objetivo general evaluar el efecto de la
suplementacioén oral con PTER en pacientes con RDNP leve-moderada no tratada en su
evolucion clinica. Para su abordaje se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Realizar una revisién sistematica sobre los beneficios de la suplementacién oral de
antioxidantes en el tratamiento de la RD.

2. Determinar la progresion de la enfermedad en cuanto a términos de AV y GMC
como reflejo del desarrollo de EMD.

3. Valorar si se producen cambios morfoldgicos significativos en la fundoscopia que
supongan regresién de estadio de RD.

4. Estudiar si se producen variaciones en los principales parametros de control
metabolico: HTA, dislipemia, IMC y HbAlc.

5. Analizar el efecto del tratamiento sobre el estrés oxidativo en muestras de sangre,
plasmay orina.

6. Busqueda de posibles biomarcadores en sangre u orina que se correlacionen con la
presencia y evolucion de RD que puedan ser Utiles en prevenir lesiones irreversibles

retinianas.
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1. ANTIOXIDANTES ORALES EN RETINOPATIA
DIABETICA: EVIDENCIA PREVIA

La observacion y el control de los factores de riesgo sistémicos constituyen el
tratamiento actual para los pacientes con RD hasta que se desarrolla RDNP severa, RDP o
EMD. En consecuencia, la prevencion de la progresion de la RD constituye la mejor
herramienta para evitar la pérdida de vision y la ceguera relacionadas con la RD.

El uso de diferentes antioxidantes orales ha proporcionado resultados prometedores en
diversas enfermedades retinianas con un fuerte componente etiolégico oxidativo, como en la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) (207,208). Sin embargo, su utilizacién como
complemento terapéutico de rutina en pacientes con RD es més limitado. Los estudios in vitro e
in vivo indican que las vias fisiopatoldgicas de la RD (la inflamacion, la neurodegeneracion y la
microvasculopatia) podrian aliviarse con suplementacion de antioxidantes orales (145). Se ha
postulado que los antioxidantes mejoran el metabolismo anormal y ralentizan la progresion de la
RD al neutralizar e inhibir la produccion de ROS y fortalecer el sistema de defensa antioxidante
(30,180,209-211). La suplementacion oral con antioxidantes naturales presenta la gran ventaja
de ser un tratamiento no invasivo sin efectos nocivos (180). Determinar si es un tratamiento
efectivo para la RD es un desafio pendiente, asi como identificar qué agentes serian los mas

apropiados para tratar a estos pacientes. A tal efecto, se planted la siguiente pregunta PICO:

¢Presenta la administracion oral de antioxidantes efectos beneficiosos sobre parametros

clinico-analiticos en pacientes diabéticos en relacion al desarrollo/progresion de RD?

P (paciente)

eSujetos con DM1 o0 DM2 con o sin RDNP

I (Intervencion)

*Suplementacion oral con antioxidantes

C (Comparacién)

«Diferentes antioxidantes administrados via oral

O (Outcomes, resultados en inglés)

Retraso en la aparicion o progresién de la RD, mejora de parametros clinicos o
analiticos, incluyendo bioquimica béasica y estado oxidativo.
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1.1. REVISION SISTEMATICA

Para resolver esta cuestion, se realizé una revision sistematica de la literatura siguiendo

los criterios PRISMA (212). Se llevo a cabo una blsqueda en la base Pubmed (NLM) con el

programa EndNote*® (Claritative Analytics, Chandler, Az, USA), realizando las buUsquedas

siguientes en ingleés:

“Antioxidants” (abstract) AND “diabetic retinopathy” (abstract) AND “trial”
(abstract)

n = 29 resultados
“Supplementation” (abstract) & “diabetic retinopathy” (abstract) & “trial”
(abstract)

n = 27 resultados

“Oral supplement” (abstract) & “retinopathy” (abstract)

n = 14 resultados

“Antioxidant supplement” (all fields) and “diabetic retinopathy” (all fields)

n = 50 resultados
“Extract” (abstract) AND “diabetic retinopathy” (abstract) AND “trial”
(abstract)

n = 5 resultados

Los criterios de inclusion y exclusion que se establecieron para determinar la

elegibilidad de los estudios fueron los siguientes:

1.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

o > Do

1.1.

N

o &~ Do

Estudios experimentales en humanos
Pacientes con DM1 0 DM2 con o sin RDNP
Seguimiento minimo de 6 meses

Muestra minima de 30 sujetos

Articulos en inglés, espafiol y/o francés
. CRITERIOS DE EXCLUSION

Estudio no experimental
Pacientes no diabéticos
Seguimiento inferior a 6 meses
Muestra inferior a 30 sujetos

Articulos no disponibles en inglés, espafiol y/o francés
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Después de revisar los resimenes de los 125 resultados iniciales, finalmente se

incluyeron 15 estudios: 1 estudio observacional de casos y controles (213) y 14 ensayos clinicos

(214,215,224-226,216-223).

Publicaciones eliminadas antes del

cribado:
- Duplicadas (n = 16)

v

Excluidos
- Modelos animales (n = 12)
- Modelos in vitro (n = 4)

Publicaciones excluidas*
- Criterio 1 (n =42)
- Criterio 2 (n=17)
- Criterio 3 (n = 10)
- Criterio4(n=7)
- Criterio5(n=2)

Identificacion de estudios en bases de datos
c
o
§ Publicaciones identificadas desde:
= Pubmed (n = 125)
=
D
°
Publicaciones examinadas
(n =109)
(@]
©
©
Q
3]
Publicaciones  evaluadas para
eligibilidad
(n=93)
é Estudios incluidos en la revisién
= (n=15)
(&}
=

Figura 21. Diagrama de flujo seguido para la busqueda bibliogréafica en la revision sistematica.
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2. ENSAYO CLINICO CON PTEROESTILBENO

Se ha demostrado el uso seguro de PTER en ensayos clinicos en humanos (227) y sus
aplicaciones en diferentes situaciones clinicas como complemento dietético estan exentas de las
fases de estudio clinico como farmaco (228). En el presente estudio se ha utilizado la misma
dosis que la publicada en el estudio de seguridad (228) (125mg/12h) y el mismo proveedor del
suplemento: PteroPure (Life Extension) (figura 22).

= LifeExtension {

oy -
% pTeroPure’ ©
50mg -
Pterostilbene Capsules =

— 6 =
pE——— N\ /)
100% trans-Pterostilbene

Srement sot
Figura 1. PteroPure® (Life Extension)

Se llevo a cabo un estudio de intervencion prospectivo, randomizado, doble ciego, en
pacientes con RDNP leve-moderada, reclutados en el centro Fundacion Oftalmologia Médica de
la Comunidad Valenciana, para evaluar los efectos de suplementacion oral con 250 mg diarios
de PTER, frente a placebo. El proyecto fue aprobado por el pertinente Comité de Etica de
Investigacién Clinica (Anexo 1).

En el estudio se incluyeron 30 pacientes con DM2, entre 50 y 76 afios, con signos de
RDNP leve-moderada, clasificados segun la estadificacion ETDRS (Tabla 2). Los pacientes
fueron aleatorizados en grupo control-placebo (15 pacientes) y grupo de suplementacion oral
con 250 mg/dia de PTER (15 pacientes). La pauta de administracion fue 125mg/12h. Antes de
entrar a formar parte del estudio los pacientes fueron informados del mismo y firmaron el

consentimiento informado (modelo en el Anexo 2).
2.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION
Para la seleccion de los pacientes se tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

2.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

1. Sujetos entre 50-76 afios.

2. DM2 con HbAlc < 10,0% en la visita 1 de screening.
3. RDNP moderada con EMD incipiente.

4. AV >34 letras ETDRS.
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Sujetos sin intervenciones oculares previas, excepto cirugia de cataratas en los
seis meses previos; sin tratamientos con laser argbn y sin tratamientos
intraoculares con corticoides o anti-VEGF en los seis meses previos al estudio.

Obtencion y firma del consentimiento informado.

2.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

o > w0 D e

Imposibilidad de cumplimentar el protocolo.

Inflamacién o infeccidn ocular activa en cualquier ojo.

Catarata diagnosticada con indicacion de cirugia ya programada.

Dafio estructural en el area macular que impida la recuperacién de AV.
Cualquier tipo de cirugia ocular (excepto cirugia de cataratas 6 meses antes),
laser argon, tratamiento con anti VEGF o corticoides intraoculares en 6 meses
previos al estudio.

Presencia de EMCS.

Hipersensibilidad conocida a la fluoresceina.

Pacientes con insuficiencia hepética significativa, renal o enfermedad del tracto
gastrointestinal.

Pacientes que reciban tiazolidinedionas o derivados del &cido fibrico para el
tratamiento de la diabetes.

10. Pacientes que manifiesten actualmente una enfermedad cardiovascular aguda.

2.2. PROTOCOLO DE VISITAS

El seguimiento completo se realiz6 durante 18 meses, a lo largo de los cuales se

efectuaron 7 visitas (V) de seguimiento: V1 (inclusién), V2 (1 mes), V3 (3 meses), V4 (6

meses), V5 (12 meses), V6 (15 meses), V7 (18 meses). En todas las visitas se realiz6 una

entrevista clinica completa con comprobacion de la medicacion concomitante, se midié la

presion arterial, el pulso, el peso y la talla y se realizaron las siguientes exploraciones

oftalmolégicas:

MAVC.

Tonometria (medicién de la presion intraocular).
OCT macular (medicion del GMC).

Exploracién oftalmoscépica del polo anterior (biomicroscopia).

Exploracién oftalmoscépica del fondo de ojo (oftalmoscopia indirecta).

Retinografia de campo amplio con OPTOMAP®, con el objeto de clasificar en cada

visita el grado de retinopatia.
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En las visitas 1, 3, 4, 5y 7 se realizaron, ademas, analitica completa con HbALlc,
glucemia basal, metabolismo lipidico, perfil hepatico y hemograma. En orina se evaluaron los
niveles de creatinina, 8-hidroxi-2’-deoxi-guanosina, 2’-deoxi-guanosina, tirosina, m-tirosina, o-
tirosina, 3-clorotirosina, 3-nitrotirosina, fenilalanina y peroxidacion lipidica.

En las visitas 1, 5 y 7 se realiz6 una AGF con OPTOMAP® y la evaluacién de
parametros de estrés oxidativo referentes al estatus de GSH y peroxidacion lipidica. La
determinacion se realiz6 por HPLC/MS-MS. En la tabla 8 se muestra un resumen del protocolo
y variables a recogidas.

Tabla 8. Detalle de actividades realizadas en cada visita.

V2 V3 V4 V5 V6 V7
Inc::iién 1 mes 3 meses 6 meses 12 meses 15 meses 18 meses
ACTIVIDAD oiat (+-7 (+/- 15 (+- 15 (+- 15 (+/- 15 (+/- 15
dias) dias) dias) dias) dias) dias)

Peso y talla

X X X X X X X
Presién arterial y
Frecuencia X X X X X X X
cardiaca
Analitica clinica
completa X X X X X
Entrega
suplementacion/ X X X X
placebo.
Medida MAVC
(EDTRS) X X X X X X X
Tonometria X X X N X % N
OCT (medicion
espesor macular) X X X X X X X
Biomicroscopia y
Oftalmoscopia X X X X X X X
indirecta
Retinografia de
campo amplio
con OPTOMAP® X X X X X X X
AGF con
OPTOMAP® X X X
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2.3. TAMANO MUESTRAL

El tamafio muestral (n) del estudio de intervencion para analizar la capacidad
antioxidante y antiangiogénica del polifenol se calculé a partir de una poblacién (N) de 45
pacientes diabéticos con RDNP leve-moderada en seguimiento y control médico en el Centro
FISABIO - Oftalmologia Médica, con un nivel de confianza del 95 % (Z=1,96), un margen de
error (e) del 5 %. Para determinar el valor de (p), se consulté en la bibliografia, los resultados de
los ensayos clinicos RISE y RIDE (139) en los que se describe en el grupo placebo una
progresion en el 21 % los pacientes con RDNP moderada a RDNP severa durante el primer afio
de seguimiento, por lo tanto del valor (p) de probabilidad se considerard que tiene un valor de
0,21 en la formula de calculo muestral:

B N XZ*x p x (1—p)
T (N—1) xel+ Z2xpx (1—p)

n

45 x 1,96% x 0,21 x (1-0,21)

n= - . 5 5
(45—1) x 0,052 + 1,962 x 0,21 x (1—0,21)

287
" 011+ 0,64
n= 38

Se observa que el tamafio muestral que se obtiene al aplicar la férmula es de 38, pero se
decide mantener el nimero de reclutamiento en 30 sujetos por tratarse de un estudio preliminar.
Se reclutaron aleatoriamente 15 sujetos en el grupo suplementado con 250 mg/dia de PTER y 15

sujetos en el grupo control-placebo.

2.4. VARIABLES CLINICAS DETERMINADAS

2.4.1. INDICE DE MASA CORPORAL

Se determin6 el IMC como indicador del grado de obesidad, importante factor de riesgo
en el desarrollo de DM2 (14) y de RD (119). Si bien no se ha demostrado su implicacion en la
progresion del grado de RD, se analiz6 su correlacion con el control metabdlico de la DM vy el
efecto del PTER sobre las cifras de IMC. Se realiz6 el célculo a partir de la medicién del peso
en kilogramos (kg) con balanza digital y altura de los sujetos en metros (m), mediante la
féormula: IMC = kg / m2,

2.4.2. PRESION ARTERIAL

La presencia de HTA se ha relacionado con la exacerbacion del dafio oxidativo en
estadios iniciales de RD (62) y el PTER ha demostrado su capacidad para reducir las cifras

tanto de PAS como PAD (228). La PA se determin6 con un esfigmomandmetro digital. Para
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excluir un posible fendmeno de bata blanca, se tomaron al menos 3 medidas en cada visita y se

realiz6 la media entre las tres.
2.4.3. MEJOR AGUDEZA VISUAL CORREGIDA

La AV es la capacidad del sistema Optico para distinguir detalles u objetos
minimamente separados, y que depende, entre otros, de la integridad de la fovea, el centro de la
mécula. Se determind la MAVC (con la correccidn 6ptica correspondiente) mediante el optotipo
disefiado para el estudio ETDRS, obteniendo como valor un nimero de letras, con un rango
entre 34 (segun criterios de inclusion) y 100. El optotipo ETDRS (figura 3) presenta 14 lineas
de 5 letras cada una. Si se obtiene una lectura correcta de 20 o mas letras a una distancia de 4,0
metros, la puntuacion obtenida es de 70, sumando 30 puntos extras, es decir, un total de 100. En
caso de leer menos de 20 letras a 4,0 metros, la puntuacion total sera igual al nimero de letras
leidas correctamente a 4,0 metros, mas la suma de las letras leidas correctamente a 1,0 metro en

las primeras 6 lineas.

- DV HC 04w

OHV CK o

0 HZCcKO EN
NCKHD g
ZHCSESR - .

HEBRG 0.7 118
0.1 115

.....

Figura 23. Optotipo ETDRS.
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2.4.4. GROSOR MACULAR CENTRAL

El GMC refleja el estado anatomico de la fovea, &rea macular responsable de la MAVC.
La presencia de EMD puede comportar un aumento de este pardmetro. Se obtuvieron medidas
del GMC en micras (um) mediante sistema de OCT (Topcon®). La técnica se basa en la
interferometria de baja coherencia, midiendo la latencia e intensidad de onda que se refleja tras
hacer incidir una radiacion luminosa sobre el tejido retiniano, mostrando una imagen de su
espesor. Los dispositivos comercializados utilizan softwares que analizan los datos
correspondientes a la macula retiniana. EI tomdgrafo de Topcon utiliza un l&ser de diodo con
longitud de onda de 850 pum y una fuente de luz de 50 nm (229). Se recogieron las cifras GMC a

partir de los mapas de grosor macular.
2.4.5. ESTADIO DE RD SEGUN LA CLASIFICACION ETDRS

La clasificacion se realizd rigiéndose por la estadificacion ETDRS (tabla 2). Para
determinar el estadio basal y su evolucion, se utilizaron las retinografias de campo ultra-amplio
(200°) obtenidas mediante dispositivo OPTOMAP®. Las imagenes fueron revisadas por dos
evaluadoras diferentes. Se consideraron hemorragias leves las hemorragias puntiformes,
moderadas aquellas de tamafio menor a 1/3 del didmetro de papila, y severas aguellas con

tamafio superior a 1/3 de didmetro de papila.
2.4.6. VARIACIONES EN LA TORTUOSIDAD VASCULAR

Dado que la clasificacion ETDRS se basa en cambios clinicos valorados de manera
subjetiva, se determiné el indice de tortuosidad vascular (ITV) mediante el programa
MATLAB. Se utiliz6 el codigo desarrollado por Khansari “retinal_tortuosity analysis.m” (230).
El codigo permite aislar el arbol vascular a partir de retinografias a color, obteniendo imagenes
con los vasos segmentados en formato binario (figura 24), a partir de las cudles se calcula el
ITV. El programa permite seleccionar manualmente el centro del nervio éptico y los vasos
objeto de analisis, que en este caso fueron las 4 venas principales. Para el procesado de las
retinografias fue necesario recortar las imagenes mediante Adobe Photoshp CS6 V13.0, las

cuales se guardaron en formato TIFF (en inglés Tagged Image File Format).

Figura 24. Imagenes obtenidas tras el procesamiento de las retinografias con el programa
ImageJ para el analisis del indice de tortuosidad vascular.
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El ITV se calcula a partir de varios pardmetros, como se ejemplifica en la figura 25
(230):

- Angulo entre una linea imaginaria tangente a la linea central del vaso y un eje de
referencia para el primer punto de la linea central.

- Lineas tangentes para puntos a lo largo de la linea central. Se calcula la desviacion
estandar de los &ngulos entre cada linea tangente y el eje de referencia.

- Puntos criticos (circulos rojos): se establecen acorde a los cambios en el signo de la
pendiente de las lineas tangentes.

- Magnitud de la curva representada por el cociente entre la longitud de arco y la longitud

de la linea central del vaso entre pares de puntos de inflexidn.

" @ b © d

Figura 25. Representacion grafica de los parametros utilizados para el calculo del 1TV,
extraida de la publicacion del codigo desarrollado por Khansari (219). (a) Angulo
entre el vaso y la tangente en cada punto. (b) Desviacion estandar de cada angulo. (c)
Puntos criticos. (d) Cociente longitud de arco (LA) / longitud de la linea central del
vaso (LC).

Se calculd el ITV para cada una de las 4 grandes venas y se calculé la media de esta

cifra en la visita basal, postratamiento y final.
2.5. VARIABLES ANALITICAS

Se analizaron las muestras de las visitas 1,5 y 7. Se recogieron 5 mililitros (ml) de

sangre en acido etilendiamino tetraacético (EDTA) y 1 ml de orina.
2.5.1. BIOQUIMICA BASICA

Se analizaron las cifras de HbA1c% mediante el instrumento Adams A1C HA-8180V
(231). Por otra parte, los niveles de glucemia, perfil lipidico, perfil hepéatico y creatinina en

orina y sangre se determinaron mediante el instrumento AU 5800 Beckman Coulter (232).
2.5.2. ESTADO OXIDATIVO

Se determin®, por una parte, la fraccion GSH/GSSG plasmatica, asi como los niveles
plasmaticos de los analitos de la via de la transulfuracion: metionina, SAH, SAM, homocistina,
homaocisteina, cistationina, cistina, cisteina y y-glutamilcisteina. Por otra parte, se analiz6 la

peroxidacion lipidica en muestras de orina.
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2.5.3. AGENTES

Se utiliz6 metanol, NaOH, KOH, etanol, heptano, acetonitrilo, acetato de etilo (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.) y &cido formico y HCI (Panreac, Barcelona, Espafia). Se
generd H,0 ultrapura en un sistema milliQ de Millipore.

El dafio oxidativo lipidico se determind mediante el andlisis de prostaglandinas (PG),
isoprostanos (IsoP), neuroprostanos (NeuroP), dihomo-IsoP y dihomo-isofuranos (dihomo-IsoF)
utilizando espectrometria de masas de cromatografia liquida de ultra alta resolucion
(UPLCMS/MS) (sistema Waters Acquity UPLC-XevoTQ, Milford, MA, EE. UU.). Este anélisis
fue llevado a cabo en orina.

El estandar de prostaglandina PGE2, PGF2, los estandares I1soP 8-iso-PGE2, 8-iso-15-
ceto-PGE2, 8-iso-PGF2 (también denominado 15-F2t-1soP), 8-iso-15-ceto-PGF2, 8-iso-15(R)-
PGF2, 5-is0-PGF2 —VI, 2,3-dinor-8-iso-PGF2, 1a,1b-dihomo-PGF2 y PGF2-d se obtuvieron de
Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, EE. UU.). Los estandares 10-epi-10-F4t-NeuroP,
4(RS)-4-F4t-NeuroP, 14(RS)-14-F4t-NeuroP, 17-F2t-dihomo-IsoP, Ent-7(RS)-7-F2t-dihomo-
IsoP, 17-epi-17-F2t-dihomo-IsoP, 17(RS)-10-epi-SC-D15-11-dihomo-IsoF, 7(RS)-ST-D8-11-
dihomo-IsoF fueron sintetizados en el Instituto de Biomoléculas Max Mousseron (IBMM)

(Montpellier, Francia) por el equipo del Profesor Durand (233).
2.5.4. MUESTRAS PLASMATICAS

Las muestras de sangre se centrifugaron durante 10 min a 1.000 g a temperatura
ambiente y el sobrenadante (plasma) se separé y se dividié en alicuotas. Las muestras se
almacenaron a -80°C hasta el analisis.

Se descongel6 un volumen de 200 ul de muestras de plasma a 4°C y 5 ul de patron
interno(20 uM). Las muestras de plasma fueron sometidas a hidrélisis bésica por afiadiendo 200
ul de solucion de KOH al 15% (p/v). La mezcla se incub6 a 40°C durante 30 min.
Posteriormente, las muestras se diluyeron con 1360 ul de H.O (pH 3, 0,1 % viv
HCOOH):MeOH (85:15), acidificado con 40 ul de &cido formico, y se incubaron en hielo
durante 10 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 4.000 g durante 10 min (4°C). Se
recolecto el sobrenadante y se realiz6 una limpieza y preconcentracion mediante extraccion en
fase solida (SPE).

Para lograr una mayor concentracion de los analitos se utilizaron placas de pocillos
SPE-96 (Discovery®DSC-18, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Los cartuchos SPE se
acondicionaron con 1 mL de metanol y luego con 1 mL de H.O (pH 3, 0,1% v/v HCOOH).
Posteriormente se agregaron las muestras y se lavaron con 500 pl H.O (pH 3, 0,1% v/v
HCOOH) y 500 ul de heptano. La elucion se llevo a cabo con 4 lavados de 100 pl cada uno con
acetato de etilo en placas de 96 pocillos (Acquity UPLC 700 L, de Waters, Barcelona, Espafia).
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El solvente organico se elimind en un concentrador de vacio rapido (Savant SPD111V, Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a 45°C. Finalmente, los extractos se reconstituyeron en 60
ul de H20 (pH 3, 0,1% v/v HCOOH): CH3;OH (85:15 v/v) y se midieron en UPLC-MS/MS.

2.5.5. MUESTRAS DE ORINA

Para el andlisis de las muestras se utilizd 1 mL de orina. Las muestras se descongelaron
a4°Cyse centrifugaron a 14.000 g durante 10 min a 4°C. Se recogieron los sobrenadantes y se
agregaron 5 ul de solucién estandar interna (20 uM). Luego una SPE y elucién en acetato de
etilo se realizaron de la misma manera que para las muestras de retina con el fin de lograr una
mayor concentracion de los analitos. Una vez evaporados, los extractos secos se reconstituyeron
en 100 ul de H20 (pH 3, 0,1% v/v HCOOH):CH3sOH (85:15 v/v). Finalmente, se inyectaron en
el sistema cromatogréafico (UPLC-MS/MS).

Los resultados se estandarizaron segun los niveles de creatinina medidos mediante un
ensayo colorimétrico (MicroVue creatinine EIA, Quidel Corporation, San Diego, CA, EE. UU.)
segun instrucciones del fabricante.

La validacién del método bioanalitico en plasma y orina se ha demostrado en estudios
anteriores (234) siguiendo las directrices de la FDA (235).

2.5.6. ESPECTROMETRIA DE MASAS

El analisis UPLC-MS/MS se llevé a cabo en un sistema Acquity-Xevo TQ (Waters,
Barcelona, Espafia). Las condiciones utilizadas fueron: ionizacién en modo negativo (ESI-),
tension capilar de 3,5 kV, temperatura de la fuente 120°C, temperatura de desolvatacion 300°C,
flujo de gas del cono de nitrégeno de 150 L/h, y caudal de desolvatacion de 680 L/h. Las
condiciones de separacién se seleccionaron para lograr una retencion cromatografica adecuada y
resolucion usando una columna C18 (2,1 50 mm, 1,7 um) (Acquity UPLC BEH) y precolumna
(2,1 5 mm) de Waters. Una fase movil binaria CH;OH (0,1% v/v HCOOH):H,O (HCOOH al
0,1% v/v) con elucidn en gradiente. EI caudal fue de 0,4 ml/min, las temperaturas de la columna
y del autoinyector fueron de 37°C y 4°C, respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 10
ul. El gradiente comenz6 con CH3OH al 30 % v/v (HCOOH al 0,1 % v/v) (es decir, el canal B)
y de 1 a 4,0 min %B aument6 hasta el 90%. Finalmente, la composicion de la fase mavil volvio
a las condiciones iniciales, y se mantuvo durante 3.9 min para acondicionamiento del sistema.

La deteccion se realiz6 mediante el seguimiento de multiples reacciones utilizando la
adquisicion de parametros obtenidos en un estudio previo (236,237) . Para la adquisicion y el
procesamiento de datos, se utilizaron los softwares MassLynx 4.1 y QuanLynx 4.1. Las curvas

de respuesta lineal fueron calculadas empleando PGF2, -ds como patrén interno.
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2.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos del ensayo clinico fueron recogidos en el programa Microsoft Office Excel
2016. Los graficos y el andlisis estadistico se llevaron a cabo con IBM® SPSS® version
28.0.1.1 (238).
La muestra para la investigacion incluy6é 30 pacientes diagnosticados de RDNP leve-
moderada y randomizados a dos grupos segun aplicacion del tratamiento:
e Control placebo, n=15
e PTER (test), n=15
De 4 pacientes (2 en cada grupo) s6lo se obtuvieron datos de la evaluacion basal pre-
tratamiento, ya que 2 pacientes abandonaron el estudio, 1 paciente se excluy6 por
incumplimiento del protocolo, y 1 paciente fallecié durante el seguimiento. La muestra efectiva

para el andlisis fue de 26 pacientes (13 en el grupo control y 13 en el grupo tratamiento).

El inicio del tratamiento (TO) se consider6 el punto de partida del estudio, con
revisiones posteriores a:
e 1afio (T1): fin del tratamiento
o 18 meses (T2)

La investigacion recogié variables de perfil demografico y clinico del paciente y la
patologia, ademas de una serie de parametros analiticos. La variacién de estos parametros a
corto plazo (T1-T0), asi como su estabilidad (T2-T1) y la variacién global (T2-TO) es
representativa del grado de efectividad del tratamiento en comparacién al grupo control.

Para aquellas variables sin un rango poblacional estandarizado, por no ser utilizadas en
la practica clinica habitual, se trabajé ademas con las cifras diferenciales entre tiempos (T1-TO,
T2-T1, T2-TO).

Dado el pequefio tamafio de la muestra por grupo, el enfoque de analisis fue de tipo no
paramétrico.

Se llev6 a cabo el analisis descriptivo determinando la media, desviacion estandar,
minimo, maximo, mediana y cuartiles para las variables continuas; y frecuencias absolutas y
porcentajes para las categoricas.

Para cada parametro se estim6 un modelo de Brunner-Langer para datos longitudinales
(equivalente al ANOVA unifactorial de medidas repetidas del enfoque paramétrico) para
evaluar y comparar los cambios a lo largo del seguimiento entre ambos grupos. Se atendi6 al
estadistico ATS para concluir sobre los efectos principales e interaccion. Para comparar las
distribuciones entre tiempos (intra-grupos) se aplicé el test de Wilcoxon, y para las

comparaciones en un tiempo concreto (entre-grupos), se aplico la prueba de Mann-Whitney.
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La homogeneidad de los 2 grupos en cuanto al perfil demogréfico y clinico basal se
estudio utilizando pruebas Chi2 de asociacion (variables categoricas, recuentos >5), test exacto
de Fisher (variables categoéricas, algin recuento <5) y test Mann-Whitney (variables
cuantitativas).

El nivel de significatividad empleado en los andlisis fue el 5% (a=0,05). La
metodologia estadistica alcanza una potencia del 77,8% para detectar un tamafio de efecto
medio (f=0,25) en la diferencia del cambio medio de un parametro entre los 2 grupos a lo largo
del tiempo (término interaccion), asumiendo un nivel de confianza del 95%.

En las comparaciones multiples intra e inter-grupo no se aplicd la correccion de
Bonferroni (multiplicacion del p-valor x3) para identificar méas facilmente cualquier tendencia

interesante, debido al tamafio muestral.
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1. REVISION SISTEMATICA

Entre los 15 estudios revisados, 3 reclutaron pacientes con DM1 (215,217,225),
mientras que 14 incluyeron sujetos con DM2. El perfil clinico incluy6 diabéticos sin retinopatia
y diabéticos con NPDR leve a moderada. Ninguno de los estudios incluyé NPDR severa o RDP.
Cinco estudios reclutaron pacientes que presentaron EMD (148,214,217,219,223). Los periodos
de seguimiento oscilaron entre 6 a 60 meses.

Muchos de los estudios utilizaron férmulas comercializadas que incluian una
composicion mixta de antioxidantes (148,213-215,219,220,223). Entre ellas, Nutrof Omega®,
Brudy Retina®, Diaberet® y Vitalux Forte® han sido probados en pacientes con RD. Divfuss®
fue desarrollado especificamente para el Estudio de Suplementos de Funcién Visual de la
Diabetes (215). Diaberet® y Vitalux Forte® ya no estan disponibles y sus formulas han sido
actualizadas a Visucomplex Plus® y Vitalux Plus® por los laboratorios correspondientes.

Las variables analizadas se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Revision sistematica. Variables clinicas, funcionales y bioquimicas.

1.Variables clinicas 2.Variables funcionales 3.Variables bioquimicas

¢ Inicio o progresiénde la e Sensibilidad retiniana e Valores de HbAlc %

RD o Sensibilidad al contraste e Niveles de colesterol
e Inicio o progresibnde la e Sensibilidad al HDL/LDL/CT/TG
EMD deslumbramiento ¢ Niveles de productos de

e Incremento de MAVC .
e Cambios en el GMC

Densidad ocular del peroxidacion lipidica
pigmento macular o

(DOPM)

Capacidad antioxidante

e Cambios de espesor de total plasmética

la capa de fibras
nerviosas retinianas (en
inglés RNFL)

Cambios en el flujo
sanguineo de la retina
NUmero de inyecciones
intravitreas de

Ranibizumab requeridas

Niveles de ROS
Niveles plasmaticos de
IL-6
Microalbuminuria

Creatinina

Los resultados se presentan de manera resumida en la tabla 10.
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Tabla 10. Resultados de la revision sistematica del uso de antioxidantes orales en RD.

Criterios
Referencia Estudio inclusién mas
importantes
Sanz-
Gonzalez Casos DM2 sin RD o con
2020 y RDNP leve-
controles

Espafia moderada
(213)

DM2 con RDNP

40-80 afios
Moon Ensayo AV >05
2019 aleatorizado  sin I4ser ni terapia
Corea controlado intravitrea ni
(216) doble ciego cirugia intraocular

en los 6 meses
anteriores

Composicion suplementos

Nombre comercial
orales

Aceite como fuente de PUFAs:
400 mg

Omega-3 (03): ADH

140 mg Vitamina C 80

mg

Vitamina D 5 pug
Vitamina B 20,1 mg
Vitamina E 12 mg

Luteina 6 mg

Zeaxantina 0,3 mg

GSH 1 mg

Hidroxitirosol 0,75 mg
Zinc 7,5 mg

Cobre 1 mg

Selenio 55 ug

Manganeso 2 mg

Dosis = 1 comprimido/dia:
Suplemento o placebo

Nutrof Omega®
(Thea SA,

(Barcelona, Espafia)

GSPE: Entelon

Grupo S 1: 50 mg—Extractos de  (Hanlim)Pharm, Sedl,
proantocianidinas de semilla de
uva (GSPE)

(Extracto de vitis vinifera)

Grupo S 2: 250 mg de dobesilato
calcico (CD) Grupo C.

Corea del Sur)

CD: Doxium (llsung
Pharm, Seul, Corea del
Sur).

N por Grupo:
Suplementado (S)y ~ Tiempo
seguimiento
Control (C) g
meses
Edad media (afios)
N =365
225 DM2
-Con RD: 100
-Sin RD: 125 38
140 controles sanos
Edad media:
DM2: 60
Controles: 55
N =86
3 comprimidos 3 veces
al dia 12

S1: GSPE (150 mg/dia):
32 S2: CD (750 mg/dia):
35 Placebo: 19

Hallazgos clinicos

El grupo presenté mas sujetos
con DM2 que presentaron
progresion de RD

Diferencias NS en
PIOy GMC

Mejora de la gravedad de los
exudados duros: mayor en
GSPE

(43,9%) vs. EC

(14,29%) y vs. placebo

(8%)

(0,0007)

Diferencias NS entre
paradmetros medidos por OCT
(GMC, VMT)

GSPE disminuy6
significativamente el VMT

VNIVERSITAT
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Hallazgos bioquimicos

El aporte de A/®3

redujo significativamente los
pro-oxidantes

(p < 0,05) y aument6 los
antioxidantes

(p <0,05).

Diferencias NS con respecto a
los signos vitales y los
resultados de laboratorio entre
grupos.
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Lafuente
2019
Espafia
(214)

Sepahi
2018
Irén
(217)

Resultados

Estudio inéI:unsEgﬂ?;és Composicion de los
importantes suplementos orales
Acidos grasos -3
ADH 350 mg
APE 42,5 mg
ADP 30 mg
Estudio Vitamina C 26,7 mg
DM2 con

aleatorizado Vitamina E 4 mg

disminucion de la

vision debido a Vitaminas del grupo B 7,3 mg

imple ci .
simpleclego - viD con Luteina 3 mg
controlado afectacion central Zeaxantina 0,3 mg

GSH 2 mg
Zinc 1,66 mg

Cobre 0,16 mg
Selenio 9,16 ug
Manganeso 0,33 mg

EMD refractario a
Ensayo en fase

; la terapia
2aleatorizada, - convencional”en s Grocina comprimido 15 mg
doble ciego, DM1 0 DM?2 . ! tmi
controlado con S2: Crocina comprimido 5 mg
placebo.

N por Grupo:
Nomb - Suplementado (S)y ~ Tiempo de
ombre comercia imi
Control (C). seguimiento
en meses

Edad media (afios)

N =55 (69 0jos)

S + Ranibizumab * n
=26 (31 ojos) C: Sélo
Ranibizumab * n =29 (38
0j0s)

Todos los pacientes
recibieron cuatro dosis
mensuales de ranibizumab
seguidos de pauta pro re
nata.

Brudyretina®1,5 g
(Brudy Lab S.L
Barcelona, Espafia) 3

capsulas de 1,5 g una
vez al dia

36

Comprimido de

crocina

Laboratorio N = 60 pacientes (101 0jos) Syplementaci
farmacéutico de la S 1: 20 (33 ojos)

on:
Escuela de S 2: 20 (34 ojos)

Farmacia Mashhad C: 20 (34 0jos) 3

Iran Seguimiento:
Edad: 6

1 comprimido al dia  41-82

(15mg,5mgo

placebo)

Hallazgos clinicos Hallazgos bioquimicos

AV: Diferencia NS en letras
ETDRS.
Ganancias de >5y >10

letras significativamente
mas altas en el grupo S.
GMC: Disminucién

Diferencias significativas en la
HbAlc, CAT plasmatica,
significativa en el grupo S contenido de ADH en eritrocitos
vs.C grupo (275 +£50 um y niveles de IL-6 a favor del

VS. rupo S.
310+ 97 pm) arup

Numero de inyecciones de
ranibizumab: Diferencias NS
entre grupos.

AV:
LogMAR:

S1 mejor6
significativamente en
comparacion con S2 (p <
0,05) y con C (p = 0,02).
GMC:

S1 mejord significativamente ¢
en comparacion con S2 (p <
0,05) y con C (p = 0,005).
Mejora de S2 NS en
comparacion con C.

HbAlcy GPA: S1
y S2 significativamente mejor que
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Referencia

Zhang
2017
China
(226)

Lafuente
2017
Espafia
(148)

Estudio

Ensayo
aleatorizado,
doble ciego,
Controlado con

placebo

Aleatorizado
Simple ciego
Controlado

Criterios
inclusién mas
importantes

RDNP leve o
Moderada en
DM2

Criterios de
exclusion:
EMD, otros
trastornos
oculares
distintos de

leve 0 moderado

RDP

Adultos con
DM2 con
disminucion de
la visién
debido a EMD
central

Composicion de los
suplementos orales

Lutefna 10 mg
Cépsula placebo

Acidos grasos »-3
ADH350 mg

APE 42,5 mg ADP 30
mg
Vitamina C 26,7mg

Vitamina E 4 mg

Vitaminas del grupo B 7,3 mg
Luteina 3 mg

Zeaxantina 0,3 mg

GSH 2 mg

Zinc 1,66 mg

Cobre 0,16 mg

Selenio 9,16 pug

Manganeso 0,33mg

Nombre comercial

Luteina 10 mg 1
capsula al dia
Compafiia
Farmacéutica
Ltd. (Cantdn,
China)

1 cépsula de placebo
una vez al diasi C

Brudyretina®1,5 g
(Brudy Lab S.L
Barcelona, Espafia) 3
capsulas de 1,5 g una
vez al dia

N por Grupo: Tiempo de
Suplementado (S) y seguimiento
Control (C). en meses
Edad media (afios)
N = 30 pacientes
S:15
C:15 9
Edad media:
60,2., SD: 10,3
N =76 o0jos
S + Ranibizumab * n =
34
C: Sélo Ranibizumab
*n=42
24

Todos los pacientes
recibieron cuatro dosis
mensuales de ranibizumab
seguido de pauta pro re
nata.

Hallazgos clinicos

AV: ligera mejoria NS en S

(p=0,11)
Sensibilidad al contraste:

S: aumento significativo en

3ciclos 0,16 (p = 0,02)

El analisis ANOVA mostré

diferencias entre Sy C.
NS en 6,12 y 36 ciclos/.
Sensibilidad al

deslumbramiento: diferencias

NS.

AV: Diferencia NS en
letras ETDRS. Ganancias
de >5 letras
significativamente mayor
en el grupo S (p = 0,044),
NS para ganancias de >10
letras.

GMC: Disminucién
significativa en el grupo S
(IC del 95%: 7,20-97,656;
p =0,024)

Numero de inyecciones de

Hallazgos bioquimicos

Aumento significativo de CAT
(capacidad antioxidante total) en
el grupo S

(p <0,001)

Reduccién significativa en el
contenido eritrocitario de ARA -
6 enel grupo S

(p <0,05)
Diferencias NS en

ranibizumab: Diferencias NS niveles de HbAlc

entre los grupos.
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Criterios Py N por Grupo: Ti d
- s Composicion de los 1empo ae
Referencia  Estudio inclusion Nombre comercial ~ Suplementado (S)y o0 imiento
~ mas suplementos orales Control (C).
importantes Edad media (afios) &N Meses
N = 60 pacientes
St S1:N=20
’ Ubiquinona 400 mg T
Rodriguez- Dosis 1 comprimido/dia Suplemento no S2:N=20
Carrizalez  Ensayo  clinico S2: comercializado C:N=20
. DM2 con.,. .
aleatorizado, . Vitaminas C 180 mg, E30 mg
2016 RDNP, pero sin P . 6
. controlado, en EMD Luteina 10 mg Dosis 1 )
México fase lla Astaxantina 4 mg comprimido/dia Edad media
(218) Zeaxantina 1 mg S1:585+1,9
Zinc20mg $2:62,1+1,1
C: Comprimido de placebo
C:57,8+£19
S:
Vitaminas C 60 mg, D3 50 mg,
E40 mg,
Acido a-lipoico 150 mg
Coenzima Q10 20 mg
Acidos grasos ®-3 DiVFuss® N = 67 pacientes
o APE 128 mg (ZeaVision, LLC, SN 3'09
ous “N=
.. DMlo2sinRD ADH 96_ ma Chesterfield, Missouri,
2016 Ensayo clinico g ¢on Zeaxantina 8 mg ] C:N=28
EE.UU controlado RDNP sin Luteina 4 mg Estados Unidos) 6
T aleatorizado EMCS Oxido de zinc 15 mg Edad
215 iami Dosis=2 comp/dia
(215) :E\;lenfo:_lfn?l?a,n . -D- 535+ 146
-acetil cisteina C: Comprimido de C:59,7+10,3

Extracto de uva

Resveratrol

Raiz de clrcuma

Extracto de hoja de té verde
Pycnogenol (mg no
especificados)

placebo

Hallazgos clinicos Hallazgos bioquimicos

Slys2

Disminucién significativa de
los productos de peroxidacion
lipidica,

Metabolitos del NO, catalasa y
GSH-P (p < 0,0001)

Aumento de la CAT

(p <0,0001)
Vs. Grupo C
Cambios NS en

HbA1c%, niveles de colesterol
y triglicéridos entre grupos

AV: cambios NS

AV: Cambios NS
GMC: Cambios NS

Espesor RNFL: cambios NS
Sensibilidad al contraste,
campo visual y DOPM:
mejora significativa del 27%
en el grupo S frente al 2%
en el grupo C. (valores de p
que oscilan entre 0,008 y
<0,0001).

DOPM (pigmento macular
optico

densidad)

Cambios NS en la HbAlc, CT o
TNF-a entre los grupos
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Referencia Estudio
Roig-Revert
Estudio
2015 aleatorizado,
Espafia prospectivo,
multicéntrico
(219)
Domanico
2015 Estudio
italia prospe;tlvo
aleatorizado
(220)

Criterios
inclusiéon mas
importantes

DMT2
Grupo 1: RDNP
+ EMD

Grupo 2:
Pacientes
diabéticos sin
RD Sujetos
sanos

DM2 con
RDNP leve a
moderada, sin
EMD

Composicion de los
suplementos orales

S:

Vitamina C 80 mg
Vitamina D 5 pg
Vitamina B 20,1 mg
Vitamina E 12 mg
®-3: DHA 140 mg
Luteina 6 mg
Zeaxantina 0,3 mg
GSH 1 mg
Hidroxitirosol 0,75 mg
Zinc 7,5 mg

Cobre 1 mg

Selenio 55 pg

Manganeso 2 mg

Vitamina E 30 mg
Pycnogenol 50 mg
Coenzima Q10 20 mg

Nombre comercial

Nutrof Omega®
(Thea SA,
(Barcelona, Espafia)

Dosis =1
comprimido/dia

C: sin capsula de
placebo

Diaberet®
(Visufarma, Roma,
Italia)

N por Grupo:
Suplementado (S)y Tiempo de - -
imi allazgos clinicos
Control (C). seguimiento g
en meses

Edad media (afios)

N =208 pacientes
Grupo 1 DM RD+
(N=162)

S (n=no especificado)

C (n=no especificado)
Grupo 2 DM RD-
(N =68)

S (N=no especificado)

Grupo 1 DM RD+
Progresion de RD:
S:61%

C: 91% Grupo 2 DM

. 18 RD-

C (n=no especificado) Inicio de RD:

Grupo 3 controles

(N=78) S: 9%

S (n=no especificado) C: 35%

C(n=no especificado)

Edad media

DM RD+ 65,1 + 8,6

DM RD -62,3 + 10,1

N = 68 pacientes (0jos)

S:N=34

C:N=34 GMC: reduccion
significativa en el grupo

6 S

(p<0,01)

Edad (L15.44)

S:58,29 + 12.37
C:62,29+11,54

Hallazgos bioquimicos

Reduccién significativa del
EAT en DMRD+ suplementado
(p =0,020)

Los subproductos de la
peroxidacion lipidica
plasmética disminuyeron
significativamente en el grupo
DMRD+

suplementado.

Diferencias NS en términos de
HbAlc, HDL/LDL

colesterol y triglicéridos.
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Referencia Estudio
Watanabe
Estudio
2014 aleatorizado,
Japén prospectivo
(221)
Haritoglou .
Estudio
2011 aleatorizado,
Alemania  prospectivo,
(222) multicéntrico
Garcia-
Medina Estudio
2011 prospectivo
Espafia aleatorizado
(223)

Criterios
inclusion mas

importantes

Pacientes con
DM2 sin RD

DM2 con
RDNP leve-
moderada en al

menos un 0jo

Composicion de los
suplementos orales

2,5 g de extracto de
goshajinkigan 3 veces al dia,
que incluia:

4,5 g de extractos
compuestos de 10 hierbas
medicinales: Rehmanniae
radix (5 g), Achyranthis
radix (3 g), Corni fructus (3
9),

Dioscoreae rhizoma (3 g),
Hoelen (3 g),

Plantaginis semen (3 g),
Alismatis rhizoma (3 g),
corteza de Moutan (3 g),

corteza de Cinnamomi (1 g) y
Aconiti radix (1 g) procesado

térmicamente

S: acido a lipoico

600 mg

Dosificacion

1 comprimido/dia

C: comprimido de placebo

S: Vitamina C 60 mg
Vitamina E 10 mg
Luteina 3 mg

DM2 con RDNP Zinc 13,5 mg

pero sin EMCS

Cobre 1 mg

Selenio 10 pg

Manganeso 1 mg Niacina
10 mg B-Caroteno 3 mg

Nombre comercial

TJ-107; Tsumura Co.,
Tokio, Japén

Suplemento no
comercializado

Vitalux Forte®
(Novartis Pharma
AG Oftalmologia,
Basilea, Suiza)

Dosis = 2
comprimidos/dia

N por Grupo:
Suplementado (S)y =~ Tiempo de
Control (C). seguimiento
en meses

Edad media (afios)

N =116 pacientes
SIN=74
C:N=42
60
Edad media
S:59,4+78
C:609+74

N: =399 pacientes
S: =196
C:=203
24
Edad media
S 58,0
C57,9
N = 97 pacientes
S:N=56
C:N=41
60

Edad media
S$533+119

C: sin cépsula de placebo C 57,0114

Hallazgos

Hallazgos clinicos )
bioguimicos

Progresion de la

retinopatia: No hay
diferencias entre Sy C.

Un total de 25 pacientes tenian
RD al final del estudio.

17,9% en el grupo S

HbAlc: cambio significativo en
S en los meses 54 y 60

20,0% en el grupo control
p =0,816

Debut de EMCS durante el
seguimiento

S 26/196

C 30/203 Reduccion

NS en el desarrollo del
edema macular

(p = 0,7108)

AV: NS

Cambio en el grado de
RD:

Progresion significativa en el
grupo C (p < 0,01) ws.
progresion no significativa en el
grupo S
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Referencia

Forte
2011

Italia
(224)

Bursell
1999
EE.UU.
(225)

Estudio

Estudio
randomizado
prospectivo
controlado

Estudio
aleatorizado
doble ciego
controlado

con placebo

Criterios

inclusion mas

importante

DM2y
EMD sin

engrosamiento
macular en la
OCT

Composicion de los
suplementos orales

S =Desmina 300 mg
Troxerutina 300 mg
C. asiatica 30 mg
Meliloto 160

Dosis 1/dia
C = Cépsula de placebo

DML £ minima g = vitamina E 1800 Ul/dia

RD

C = Cépsula placebo

Nombre comercial

Suplemento no
comercializado

Suplemento no
comercializado

N por Grupo:

Suplementado (S) y

Control (C).
Edad media (afios)

N = 40 pacientes (0jos)
$=20
C=20

Edad

media S
63,6 £3,1
C62,2+34.

S =36 (DMT1)
C=9(ND)
4 meses seguimiento

Cruce tratamientos
S=9 (ND)

C =36 (DM1)

4 meses seguimiento

Edad media
DM=312+68
ND=316%+7,1

Tiempo de
seguimiento
en meses

14

Hallazgos clinicos

AV: Diferencias NS GMC:
Diferencias NS entre
grupos.

Sensibilidad retiniana (dB): S
mostré un aumento
significativo en el mes 14
Cambios NS en la presién
arterial

Aumento significativo del
flujo sanguineo retiniano (p <
0,001)

(34,5 + 7,8 pixel2/s)

Flujo sanguineo retiniano

Hallazgos
bioguimicos

Diferencias NS durante el

seguimiento en términos de

HbALlc, o la microalbuminuria

Cambios NS en términos de
HbAlc
entre grupos

Mejoria estadisticamente
significativa del aclaramiento

medido por los tiempos medios | ge creatinina después de la

de circulacién en la AGF

C: Sin cambios

suplementacion en

Sujetos con DMT1 (p = 0,039).
Este cambio se revirtié después
del cruce.
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Abreviaturas. ADH = Acido docosahexaenoico, ADP = Acido docosapentaenoico, APE = Acido eicosapentaenoico, ARA = &cido araquidonico, AV = agudeza visual. C =
Grupo control, DM = Diabetes Mellitus, DM RD + = Pacientes diabéticos con retinopatia diabética, DM RD - = Pacientes diabéticos sin retinopatia diabética, DM2 =
Diabetes mellitus tipo 2, DOPM = densidad Optica del pigmento macular, EAT = Estado antioxidante total, EMCS = Edema macular clinicamente significativo, EMD =
edema macular diabético, ETDRS = Escala de estudio de retinopatia diabética de tratamiento temprano, GMC = grosor macular central, GPA = glucosa plasmatica en ayunas,
HbA1C = hemoglobina glicosilada, MDA = Malondialdehido, NO = 6xido nitrico. NS = No estadisticamente significativo, PIO = presion intraocular, PUFA = abreviatura en
inglés para &cidos grasos poliinsaturados, RD = Retinopatia diabética, RDNP = Retinopatia diabética no proliferativa, S = grupo suplementado, Ul = Unidades
Internacionales, VMT = volumen macular total. * Dosis de ranibizumab: cuatro dosis de carga seguidas de tratamiento pro re nata, ambos grupos. # Incluye: Fotocoagulacion
macular e inyeccion intravitrea de bevacizumab o triamcinolona.
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1.1. RESULTADOS DE VARIABLES CLINICAS

En cuanto a las variables clinicas, cuatro estudios analizaron la influencia de la
suplementacion antioxidante en el inicio de la RD o la progresion de la enfermedad
(213,216,219,221). Tres de ellos registraron un retraso significativo en la progresion de la RD
en pacientes que recibieron suplementos de Nutrof Omega® o GSPE, con periodos de
seguimiento de al menos 12 meses (213,216,219). El grupo de Haritoglou et al. examind la
aparicion de EMD, basando el diagnostico en una evaluacion funduscépica de acuerdo con los
criterios ETDRS, ya que no se dispuso de dispositivo OCT en todos los centros involucrados.
No encontraron diferencias entre los pacientes suplementados y los controles tras de 24 meses
de seguimiento (222). Finalmente, el grupo de Bursell et al. utilizé la AGF para analizar el flujo
sanguineo retiniano en pacientes con DM1, encontrando un aumento significativo en el grupo
suplementado con vitamina E (225).

En cuanto a las variables cuantitativas, 4 de los 8 ensayos que evaluaron los cambios de
GMC encontraron una disminucién significativa en micras, con periodos de seguimiento que
oscilaron entre 6 y 36 meses, en pacientes suplementados con Crocin 15 mg (217), comprimidos
de Brudyretina® (148,214) y de Diaberet® (220). Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
pacientes incluidos en los estudios de Lafuente et al. (148,214) recibieron simultineamente
inyecciones de Ranibizumab y cépsulas de Brudyretina®, de manera que no se puede atribuir
directamente la mejoria a la administracion del suplemento oral.

En la misma linea, un estudio reportd una reduccion significativa del espesor total de
RNFL (219). Sin embargo, ese cambio afect6 solo a los ojos izquierdos y, por lo tanto, podria
considerarse como un hallazgo casual.

A pesar de los resultados positivos, es importante destacar que ninguno de los estudios

incluidos en esta revision pudo probar cambios significativos en la MAVC.
1.2. RESULTADOS DE VARIABLES FUNCIONALES

Se observa una escena diferente con respecto a la influencia de los antioxidantes sobre
la funcidén de la retina. Se encontraron 3 estudios que incluyeron el analisis de la sensibilidad
retiniana (215,224), la sensibilidad al contraste (215,226), la sensibilidad al deslumbramiento
(215) y/o DOPM (215), encontrando todos ellos una mejoria significativa entre los pacientes
suplementados con luteina, complejo DiVFUSS® o capsulas de C. asiatica. Dichos cambios se
observaron después de periodos de seguimiento relativamente cortos, que variaron de 6 a 14
meses. El perfil de los pacientes incluidos por Zhang et al. y Chouss et al. fueron individuos con
RDNP leve a moderada sin EMCS (215,226), mientras que Forte et al. reclutaron diabéticos

tipo 2 con EMD, pero sin engrosamiento macular en la OCT(224).
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1.3. RESULTADOS DE VARIABLES BIOQUIMICAS

En cuanto a los resultados bioquimicos, solo 3 de los 10 estudios que analizaron los
valores de HbA1c% presentaron mejorias (214,217,221) en pacientes suplementados. Ninguno
de los estudios pudo demostrar cambios significativos en los niveles de HDL/LDL/CT o TG. El
grupo de Forte et al.(224) no observo resultados estadisticamente significativos con respecto a
la microalbuminuria. Solo el grupo de Bursell et al. encontré una mejoria en el aclaramiento de
creatinina en pacientes con DM1 sometidos a suplementos de vitamina E, pero este efecto no se
mantuvo después de un periodo de cruce con placebo (225).

En contraste, se observaron cifras prometedoras con respecto a los parametros de
oxidacion. Entre todos los estudios que analizaron el estado antioxidante
(148,214,218,219,223), los cambios medidos reflejaron una reduccién significativa en los
productos finales de peroxidacion lipidica y un aumento de la capacidad antioxidante plasmética
total, en individuos suplementados con Brudyretina®, Nutrof Omega®, Ubiquinona y Vitalux
Forte®, tanto en estudios con los periodos de seguimiento méas cortos (6 meses), como en los
mas largos (60 meses). El grupo de Domanico et al. (220) también pudo demostrar una
disminucién de los niveles de ROS en pacientes suplementados con Diaberet®.

En cuanto a parametros inflamatorios, el grupo de Lafuente 2019 et al. (214) demostrd
una disminucion significativa de los niveles plasmaticos de IL-6 después de 36 meses de
seguimiento, lo que sugiere un efecto antiinflamatorio relacionado con la suplementacion con
DHA (Brudyretina®).

1.4. PERFIL DE SEGURIDAD

La mayoria de los estudios incluidos en la revision sistematica no registraron eventos
adversos relacionados con la suplementacion oral. En el estudio del grupo de Bursell et al. se
detectaron niveles bajos de hormonas tiroideas en relacion con la administracion de vitamina E
en un paciente, recuperandose después de la interrupcion del antioxidante (225). Haritoglou et
al. registraron trastornos nutricionales, vasculares, cardiacos y del sistema nervioso, asi como
infecciones, en el 46% de los individuos suplementados frente al 48% en el grupo placebo
(222). Entre ellos, 10 sujetos del grupo de suplementacion frente a 4 del grupo placebo fueron
atribuidos al tratamiento del ensayo (ya fuese acido a-lipoico o capsula de placebo), pero no se
especificd la naturaleza clinica de las reacciones adversas y no se mencion6 la interrupcion
forzada del farmaco. En el estudio realizado por Moon et al., el 27% de los sujetos
suplementados con GSPE frente al 27,66% en el grupo placebo informaron reacciones adversas,
consistentes en infecciones, trastornos gastrointestinales, oculares y del sistema nervioso central
(216). Los eventos gastrointestinales se asociaron potencialmente con el tratamiento

administrado, y los farmacos se interrumpieron en 4 pacientes del grupo suplementado frente a
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1 en el grupo placebo. Sanz-Gonzalez et al. reportaron molestias gastrointestinales leves
relacionadas con el tratamiento con Nutrof Omega®, pero no se especificaron tasas y no se
retird la suplementacion (213).

2. ENSAYO CLINICO

2.1.ANALISIS BASAL. ESTUDIO DESCRIPTIVO

2.1.1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

La muestra reunié a 22 hombres (84,6%) y 4 mujeres (15,4%), con DM2 y diagndstico
de RDNP leve-moderada. En el grafico 1A puede observarse la distribucion de los pacientes
incluidos en el estudio en funcion del género. Por otra parte, la edad media global era de 64,5 +

5,3 afios con un rango de 55 a 76 afos. La edad de los pacientes por grupo queda plasmada en el
gréfico 1B.

A) MEDIA DE EDAD B) SEXO
80 14
75 12
—_ 210
?g 70 % 8
S 6
= & 6
55 2
50 0
GRUPO HOMBRE MUJER
B PLACEBO M PTER nPLACEBO m=PTER

Gréfico 1. Caracteristicas demograficas basales. A) Distribucion de sexo por grupo. B) Edad media
por grupo. La cruz representa la media y la linea la mediana.

La distribucion de los pacientes segn su rango de edad en los grupos experimentales se
ra en la tabla 11.

Tabla 11. Rango de edad por grupos

GRUPO
Control PTER
N % N %
Total 13 100,0 13 100,0
<=60 3 23,1 2 15,4
61-69 7 53,8 9 69,2
>=70 3 23,1 2 15,4
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2.1.2. VALORES BASALES DE LOS FACTORES DE RIESGO

Se expone a continuacion el estado de control de los factores de riesgo para la aparicion
0 progresion de RD que presentaron los sujetos en la primera visita del estudio. Estos factores
son los mencionados en el apartado Introduccion (epigrafe 2.6.3). El control de las cifras de
HbAlc, PA, niveles de lipidos en sangre y el peso son importantes en el seguimiento tanto del
grado de retinopatia de fondo como del EMD (146,239,240).

2.1.2.1. HEMOGLOBINA GLICOSILADA

El andlisis de la glucemia media en los tres meses previos a la toma de sangre mediante
la medida de la HbAlc no present6 diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
placebo (7,58 + 0,84%) y el grupo que iba a ser tratado con PTER (7,73 = 0,9%) durante 1 afio
(Gréfico 2A. EIl 84,6% de los sujetos utilizaba insulina como parte de su tratamiento diario para
el control glucémico, frente a un 76,9% en el grupo tratado con PTER (Grafico 2B).

HbAlc (%)

A) HbAlc BASAL B) USO DE INSULINA BASAL
9.5 12
? 10 11
8,5 — 10
, e s
8 <
2 s
7.5 3
[&]
7 g
6,5 2 3
2
6 0
GRUPO PLACEBO PTER
B PLACEBO M PTER INSULINA NO INSULINA

Grafico 2. Control glucémico(A) y uso de insulina basal por grupo (B). En el gréafico A la cruz
representa la media y la linea la mediana.

2.1.2.2. CIFRAS DE TENSION ARTERIAL

El andlisis de la presion arterial no mostr6 diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de estudio. EI grupo control presentd una cifra basal media de 142,5 + 10,7
mmHg de PAS, y 76,5 + 13 mmHg de PAD. El grupo tratamiento presentd una PAS media
basal de 143,6 + 17,3 mmHg, y una PAD media de 79,6 £ 15 mmHg. Estos datos se representan
en el grafico 3.
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CIFRA MEDIA DE PAS Y PAD BASAL
190
170
150
130
110
. : T

70

B PAS
£ PAD

Presion arterial (mmHg)

50
PLACEBO PTER

Gréfico 3. Distribucion de cifra media de PAS 'y PAD por grupo al inicio del estudio.
Las cruces representan las medias y las lineas las medianas.

Como se puede observar en el grafico 4, un 53,85% de sujetos del grupo placebo
tomaba al menos un antihipertensivo sistémico, frente al 69,23% en el grupo que se iba a tratar
con PTER.

USO DE HIPOTENSORES SISTEMICOS

PLACEBO PTER

30,77% = HIPOTENSORES

SISTEMICOS

» SIN
69.23% TRATAMIENTO

46,15%
53,85%

Grafico 4. Porcentaje de uso de hipotensores sistémicos por grupo.

A pesar que como se ha mencionado en la introduccién (epigrafe 2.6.3) se ha publicado
un retraso en la evolucién de la RD para TA menores de 150/85 mmHg, en el reclutamiento de
los pacientes del presente estudio un total de 5 individuos que formaron parte del grupo placebo
(38,5%) y 8 del grupo tratado con el polifenol (61,5%) presentaban valores de TA superiores al
inicio del estudio.
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2.1.2.3. PERFIL LIPIDICO

A) COLESTEROL TOTAL
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El perfil lipidico present6 en el grupo control una cifra media de colesterol total de
151,3 + 28,6 mg/dL, LDL de 82,3 + 27,8 mg/dL, un HDL de 45,2 + 15 mg/dL y triglicéridos de
123,1 + 78,1 mg/dL. El grupo tratamiento, presentd un colesterol total medio basal de 167,2 +
30,4, con media de LDL de 95,4 +27,0 mg/dL, HDL medio de 46,2 + 12,7 mg/dL y triglicéridos
de 143,1 + 88,7 mg/dL. Estas cifras se encuentran representadas en el gréafico 5.

GRUPO

B PLACEBO M PTER

C)LDL

ol

GRUPO

B PLACEBO M PTER

TG (mg/dL)

LDL (mg/dL)

B) TRIGLICERIDOS

350
300
250
200
150
100

50

GRUPO

B PLACEBO M PTER

D) HDL

GRUPO

B PLACEBO M PTER

Gréfico 5. Andlisis basal del perfil lipidico en los grupos de estudio. A) Distribucion por grupo de
colesterol total, B) nivel de triglicéridos, C) LDL y D) HDL al inicio del estudio. Las cruces
representan las medias y las lineas las medianas.
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2.1.2.4. OBESIDAD

Como se observa en el grafico 6A, el IMC medio al inicio del estudio fue similar en
ambos grupos de estudio. Se clasifico a los sujetos segun su IMC y siguiendo los criterios de la
OMS (241) en individuos normopeso (18,5-24,9 kg/m?), sobrepeso (> 25 kg/m?) y aquellos con
obesidad (>30 kg/m?). Segun esta clasificacion, sélo 1 individuo presentaba un peso normal. En
el grupo placebo, un 53,8% de sujetos presentaba sobrepeso y un 46,2% obesidad. En el grupo
tratamiento, el sobrepeso era del 23,1% y la obesidad del 69,2%. Los porcentajes se encuentran
detallados en el apartado B del gréfico 6.

A) IMC BASAL B) CATEGORIA DE IMC
0.8

=
th

=
5]

Porcentaje (%)

=
[5]

o
L
GRUPO NORMOPESO SOBREPESO OBESIDAD
B PLACEBO B PTER BPLACEBO mPTER

Gréfico 6. Andlisis basal del peso en los pacientes sujetos a estudio. A) Distribucion de IMC basal y
B) categoria de peso segiin la OMS por grupos. En el grafico A la cruz representa la media y la linea
la mediana.

2.1.3. CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES EN LA EXPLORACION
OFTALMOLOGICA

2.1.3.1. MEJOR AGUDEZA VISUAL CORREGIDA

El grupo control presenté una MAVC basal media de 83 + 6,6 letras segun el optotipo
ETDRS, frente a 86,6 £ 5,9 letras en el grupo tratamiento (grafico 7) por lo que en el momento
del reclutamiento no presentaban diferencias significativas.
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Grafico 7. MAVC definida por n° de letras del optotipo ETDRS por grupo
al inicio del estudio.La cruz representa la media y la linea la mediana.

2.1.3.2. GROSOR MACULAR CENTRAL
La cifra media de GMC inicial en el grupo control fue de 261,7 £ 32,9 um, y de 269,2 +
35,9 um en el grupo tratamiento. La distribucién de valores de GMC esta representada en el

gréafico 8.
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Grafico 8. Distribucion del GMC basal por grupos. La cruz representa la
media y la linea la mediana.
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2.1.3.3. ESTADIO RETINOPATIA DIABETICA
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El grafico 9 muestra la distribucién de los sujetos segun su estadio de RD, clasificados

por la estadificacion ETDRS, y los porcentajes por grupos. En el grupo placebo, un 54% de los

sujetos presentaban RDNP leve (estadio 35) al inicio del estudio, y un 46% RDNP moderada

(estadios 43-47). En el grupo tratamiento, al inicio del estudio un 31% de los sujetos partieron
de un estadio de RDNP leve (estadio 35) y un 69% presentaban RDNP moderada (estadios 43-

47).
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DISTRIBUCION BASAL SEGUN GRADO RD
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Gréfico 9. Distribucioén del estadio ETDRS basal por grupos.

2.1.3.4. INDICE DE TORTUOSIDAD VASCULAR
EIl ITV fue calculado para cada una de las grandes venas retinianas, y el valor para cada

ojo fue la media de los cuatro vasos. El valor medio basal para el grupo placebo fue de 0,239 +

0,063y de 0,237 + 0,1 para el grupo tratamiento, como se muestra en el gréafico 10.
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Gréfico 10. Distribucion de 1TV basal por grupo. La cruz
representa la media y la linea la mediana.
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2.1.4 ESTADO OXIDATIVO BASAL

2.1.4.1. RATIO GSH/GSSG
El ratio GSH/GSSG fue comparable entre grupos al inicio del estudio con una media de
218,3 + 91,05 para el grupo placebo y de 217,6 + 106,8 para el grupo tratamiento (grafico 11).
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Graéfico 11. Cociente GSH/GSSG por grupos al inicio del estudio.
La cruz representa la media y la linea la mediana.

2.1.4.2. VIA DE LA TRANSULFURACION

En el grafico 12 se muestran los niveles basales correspondientes a los analitos de la via
de sintesis de GSH. El grupo placebo present6 las siguientes cifras medias en nmol/mg/proteina:
metionina de 0,02 + 0,3, SAM de 1,66 + 0,44, SAH de 1,11 + 1,4, homocisteina de 0,64 + 0,3,
cistationina de 0,09 + 0,12, cisteina de 27,56 + 11,17, cistina de 2,7 + 0,6 y y-glutamilcisteina de
1,28 + 0,85. Las cifras medias para el grupo tratado con PTER al inicio del estudio fueron:
metionina de 0,03 + 0,04, SAM de 2,38 + 0,85, SAH de 1,75 + 2,55, homocisteina de 0,66 +
0,31, cistationina de 0,09 = 0,06, cisteina de 30,2 + 13,29, cistina de 2,57 + 0,63 y v-
glutamilcisteina de 1,28 + 0,69.

A) METIONINA BASAL B) SAM BASAL
0,045 4,5
0,04 4
0,035 3.5
0,03 3
0,025 2,5
0,02 2
0,015 1,5
0,01
0,005 0,5

nmol/mg de proteina
nmol/mg de proteina

GRUPO GRUPO

B PLACEBO M PTER B PLACEBO M PTER

Gréfico 12. Niveles basales de los analiticos de la via de sintesis de GSH por grupo.

Las cruces representan las medias y las lineas las medianas. 81
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Gréfico 12. Niveles basales de los analiticos de la via de sintesis de GSH por grupo.
Las cruces representan las medias y las lineas las medianas.
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2.1.4.3. PEROXIDACION LIPIDICA

El gréfico 13 muestra el estado basal de aquellos productos de peroxidacion lipidica
que, tras aplicacion de la suplementacion con PTER, mostraron cambios significativos tras el
periodo de intervencion: la prostaglandina PGE2 e isoprostanos 8-iso-15-keto-PGF2 y 8-iso-
PGF2 derivados del ARA; el dihomo-isoprostano 17-epi-17-F2t-dihomo-IsoP derivado del
ADH, y el dihomo-isofurano 7(RS)-ST-A8-11-dihomo-IsoF derivado del ADR.
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Grafico 13. Cifras basales de los productos de peroxidacion lipidica por grupos. Las cruces representan
las medias y las lineas las medianas.
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2.2.HOMOGENEIDAD ENTRE GRUPOS

Con el objeto de asegurar una correcta distribucién de las variables analizadas en los
pacientes del grupo control y el grupo tratamiento al inicio del estudio, se analizé la
homogeneidad mediante el test Chi?, test exacto de Fisher y test de Mann-Whitney, mostrando

los resultados en la tabla 12;

Tabla 12. Resultados de los test de homogeneidad entre grupos

p-valor

SEXO 0,593 (Fis)

EDAD 0,840 (MW)
LATERALIDAD OJO 0,239 (Chi?)

INSULINA 1,000 (Fis)
IMC 0,840 (MW)
OBESIDAD 0,418 (MW)
PAS 0,960 (MW)

PAD 0,724 (Mw)
ESTADIO RD 0,186 (MW)
MAVC o511 (MW)

GMC 0614 (MW)

HbAlc 0,801 (MW)
GLUCEMIABASAL (614 (MW)

CREATININA 0,252 (MW)
TRIGLICERIDOS 0,479 (MW)
COLESTEROL TOTAL 0,243 (MW)

HDL 0545 (MW)
LDL 0,091 (MW)

ITV " 0,528 (MW)
GSH/GSSG 0,870 (MW)

METIONINA 0,400 (MW)
SAH 0458 (MW)

SAM 0,008 (MW)
HOMOCISTEINA 0,683 (MW)

CISTATIONINA 0,205 (MW)

CISTEINA 0,635 (MW)

CISTINA 0,412 (MW)
g-GLUTAMlLClSTEiNA 0,967 (MW)

8-is0-15-keto-PGF2 0,929 (MW)
PGE2 0,119 (MW)
8-iso-PGF2a 0,272 (MW)
7(RS)-ST-A8-11-dihomo-isoF 0,133 (MW)
17-epi-17-F2t-dihomo-IsoP 0,225 (MW)
**p<0,01; ***p<0,001 Fis = Fisher, MW = Mann Whitney, Chi2 = chi cuadrado.
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Los dos grupos presentaron homogeneidad a excepcion del LDL, para el que puede
sugerirse una debil tendencia (p=0,091). EI LDL mostr6 una media con valor de 95,4 +27,0
mg/dL mg/mL en el grupo PTER y de 82,3 £ 27,8 mg/dL en el grupo control.

2.3. EFECTO DEL PTEROESTILBENO SOBRE LOS FACTORES DE RIESGO
2.3.1. HEMOGLOBINA GLICOSILADA

En el grafico 14 podemos observar la evolucion de cifras de HbALc por grupo a lo largo

del estudio.

EVOLUCION DE HBAIC
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BASAL M POSTRATAMIENTO M FINAL

Grafico 14. Evolucidn de cifras medias de HbAlc (%) a lo largo del estudio. Las

cruces representan las medias y las lineas las medianas de cada grupo de datos.

Para el analisis de cambios en la HbA1c a nivel global a lo largo del tiempo, el test ATS
(del inglés Attitudes Toward Statistics scale) del modelo no paramétrico Brunner-Langer
determind que no hubo cambios en este parametro (p=0,681). Esta estabilidad fue aplicable
tanto al grupo test como al control (p = 0,671).

El test de Wilcoxon para comparaciones multiples intra-grupo determiné que no hubo
cambios entre ningun par de tiempos de los que se evaluaron para ninguno de los dos grupos. El
test de Mann-Whitney para comparaciones multiples inter-grupo establecié que tampoco hubo

diferencias entre grupos en ninguno de los tiempos de estudio.
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2.3.2. PRESION ARTERIAL SISTOLICA

En cuanto a la PAS, el grafico 15 muestra su evolucién a lo largo del seguimiento por
grupos.
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Grafico 15. Evolucidn de las cifras de PAS por grupos a lo largo del estudio. Las cruces
representan las medias y las lineas las medianas. *Reduccion significativa media de PAS
en el grupo PTER tras la intervencion (p < 0.05).

El test de Wilcoxon para comparaciones multiples intra-grupo, concluyé que hubo una
reduccidn significativa de la PAS tras el periodo de intervencién en el grupo tratado con el
polifenol (p = 0,031); pero tras finalizar el tratamiento el grupo mostrd tendencia a la
recuperacion de niveles basales. Como puede observarse en la gréafica, la PAS disminuy6 de una
cifra basal media de 143,6 £ 17,3 mmHg a 133,1 + 19,3 mmHg tras 12 meses de tratamiento.
Sin embargo, a los 6 meses tras cesar el tratamiento la cifra media del grupo tratado aumento a
139,5 + 21,4 mmHg. Segun el test de Mann-Whitney para comparaciones mdaltiples inter-
grupo, no hubo diferencias entre los valores de ambos grupos.

Analizando en profundidad el resultado obtenido, el grafico de efectos relativos (grafico
16) permite observar la proporcién o porcentaje en que se repite el valor, en este caso de TA,
entre todos los elementos de la muestra. A diferencia de un gréafico de frecuencias, da una
perspectiva relativa de las frecuencias de los valores en lugar de una absoluta. En el eje vertical
se observa la probabilidad de que el valor de un sujeto bajo una condicién grupo-tiempo
(control vs. PTER, en visita basal, posintervenciéon o final), sea superior al de un individuo
extraido al azar del conjunto de la muestra.
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Si analizamos el gréfico 16 de

efectos relativos, observamos que un
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Grafico 16. Gréfico de efectos relativos de la PAS

2.3.3. PRESION ARTERIAL DIASTOLICA

El grafico 17 muestra la evolucion de las cifras de PAD a lo largo del tiempo por

grupos.

a lo largo del seguimiento segln grupo.
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Graéfico 17. Evolucion de cifras de PAD por grupos a lo largo del tiempo. Las
cruces representan las medias y las lineas las medianas.

87



¥ VNIVERSITAT

Resultados DEVALENCIA

Al realizar las comparaciones intra-grupo mediante el test de Wilcoxon, se observo una
tendencia en el grupo PTER a la reduccion de la PAD durante el afio de tratamiento (p = 0,065),
de una cifra inicial media de 79,6 £ 15 mmHg a 65,5 + 21,3 mmHg; pero tras finalizar el
tratamiento se recuperaron los niveles basales con una media de 76,1 + 18,1 mmHg. No hubo
diferencias entre ambos grupos en ninguna de las visitas segun el test de Mann-Whitney.

Segun la interpretacion del gréfico de

Relative Effects

efectos relativos (grafico 18), se observa que un
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Gréfico 18. Grafico de efectos relativos para la
PAD de ambos grupos a lo largo del tiempo.

Respecto a las cifras de TA sistolica y diast6lica, cabe destacar que 7 sujetos del grupo
tratado presentaban cifras basales superiores a 150/85 mmHg al inicio del estudio, nimero que
se redujo a 2 pacientes tras la intervencion. En el grupo placebo, este nimero fue de 5 pacientes
al inicio del estudio y de 4 tras el periodo de intervencion. Estos datos se muestran en el grafico
19.
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Grafico 19. Recuento de pacientes con cifras de TA > 150/85 mmHg.
Las cruces representan las medias y las lineas las medianas.
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2.3.4. PERFIL LIPIDICO
En cuanto al perfil lipidico, el gréafico 20 muestra la evolucién de las cifras de colesterol

total y de los subcomponentes responsables de esta cifra a lo largo del seguimiento por grupos.
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Grafico 20. Evolucion del perfil lipidico: Colesterol total (A), triglicéridos (B), LDL (C) y HDL (D)

a lo largo del seguimiento. Las cruces representan las medias y las lineas las medianas.
*Reduccion sigificativa de LDL medio en PTER tras suspension (p < 0.05).

Analizamos a continuacion las variaciones en los niveles de colesterol total, LDL, HDL
y triglicéridos por separado. En cuanto a las cifras de LDL, el test de Wilcoxon determiné que
no hubo cambios significativos para ninguno de los dos grupos tras la intervencion, aunque si
determind una disminucion significativa de las cifras de LDL para el grupo tratado con PTER
en la visita de los 18 meses (p = 0,023) (gréfico 19 C). En la descripcion de caracteristicas

basales recordamos que los niveles de LDL fueron la unica variable no homogénea entre
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grupos, con unas cifras de 95,4 £ 27 mg/dL en el grupo PTER y de 82,3 £ 27,8 mg/dL. A lo
largo del seguimiento, el grupo PTER present6 una cifra media de 101,8 + 38,2 mg/dL a los 12
meses, y de 85,2 + 25,8 a los 18 meses. El grupo placebo presenté una cifra media de 77,4 +
20,9 mg/dL a los 12 meses y de 95,8 + 64,6 mg/dL a los 18 meses. No hubo diferencias
intragrupo para las cifras de HDL y de triglicéridos. Tampoco hubo diferencias entre el grupo
placebo y el grupo control a lo largo del seguimiento para ninguna de las variables LDL, HDL o

nivel de triglicéridos.

2.3.5. OBESIDAD

No se detectaron cambios significativos en el IMC a lo largo del seguimiento. Se
comprobd la variacion en el peso corporal de los pacientes. Tras la intervencién, el grupo
placebo mostré una variacion media de +1,1 + 3,4 kg y el grupo tratado con PTER de -0,7 £ 3,2
kg, sin diferencias estadisticamente significativas.

El grado de obesidad se mantuvo estable en el grupo placebo, mientras que mejoro en 3
sujetos del grupo tratado. En este grupo se partia de 1 sujeto normopeso, 3 sujetos con
sobrepeso y 9 con obesidad. Tras la intervencion, 2 sujetos presentaban un IMC perteneciente a
la categoria normopeso, 4 a la categoria sobrepeso, y 7 a la categoria obesidad. Los porcentajes
por categoria de peso a lo largo del seguimiento para cada grupo estan representados en el

gréfico 21.
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Gréfico 21. Porcentaje de categoria de peso para cada grupo a lo largo del seguimiento.
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2.4.EFECTO DEL PTEROESTILBENO SOBRE VARIABLES CLINICAS
2.4.1. MEJOR AGUDEZA VISUAL CORREGIDA.

No hubo cambios globales en la MAVC vy la estabilidad fue aplicable tanto al grupo
tratado como al control. Por tanto, no se observaron diferencias significativas intra-grupo a lo

largo del seguimiento, ni entre grupos en los tres tiempos de seguimiento. En el gréafico 22 se
puede observar la evolucion del nimero de letras ETDRS a lo largo del seguimiento por grupos.
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Gréfico 22. Evolucion de las cifras de MAVC a lo largo del estudio por grupo.
Las cruces representan las medias y las lineas las medianas.

24.2. GROSOR MACULAR CENTRAL
El grafico 23 muestra a la variacion de GMC en micras para ambos grupos a lo
largo del seguimiento. No hubo diferencias significativas globales en la variacion del GMC.
En el analisis por grupos, el grupo tratado con PTER mostr6 una tendencia (p = 0,086) a la
disminucién de GMC a largo plazo (entre la visita final respecto a la basal), desde una
media de 269,2 *+ 35,9 obtenida a tiempo inicial a 261,1 + 34,7 6 meses tras el tratamiento.
La variacion en micras del GMC medio en la visita final respecto a la basal fue de -8,2 + 16

pm en el grupo PTER y de + 6 + 44 um en el grupo placebo.
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Gréfico 23. Evolucién de las cifras de GMC a lo largo del estudio. Las cruces
representan las medias y las lineas las medianas.

2.43. ESTADIO ETDRS

El gréafico 24 muestra la evolucion del porcentaje de pacientes que se encontraron en

estadio leve (niveles < 35), moderado (niveles 43A — 47C), severo (53A-53E) o proliferativo

(>61) a lo largo de las visitas del estudio. Se observa que el grupo tratamiento parte de un mayor

porcentaje de individuos en estadio de RDNP moderada respecto al grupo placebo.
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Graéfico 24. Evolucion del estadio de RD en el grupo placebo (a la izquierda) y grupo

tratado con Pteroestilbeno (a la derecha), a lo largo del seguimiento.
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El test ATS del modelo Brunner-Langer concluy6 que no hubo cambios en el estadio de
la RD (p=0,628) de manera global, y que la ausencia de cambios fue aplicable tanto al grupo
tratado como al control (p=0,111). Sin embargo, sugirié una diferencia en el nivel de severidad
entre grupos teniendo en cuenta el promedio de las 3 visitas del estudio (p=0,089). No hubo

cambios significativos intra-grupo para ninguno de los grupos a lo largo del seguimiento.
2.4.4. INDICE DE TORTUOSIDAD VASCULAR

Analizando los valores de cada tiempo, el grupo placebo mostré un 1TV medio basal de
0,239 + 0,063, que aumentd progresivamente a una media de 0,252 + 0,113 en T1 y 0,316
(0,149) en T2. EIl grupo tratado con PTER parti6 de un ITV basal medio de 0,237 + 0,1, que
disminuy6 a 0,198 + 0,074 tras la intervencion. Esta disminucion se revirtid tras el cese de
tratamiento, con un aumento significativo del ITV medio final de 0,247 + 0,089 (p = 0,037).

Aunqgue no hubo diferencias entre las cifras basales entre grupos, se observé una gran
variabilidad intragrupal, por lo que se trabajo ademas con las cifras diferenciales entre la visita
basal y postratamiento (T1-T0); y la visita basal y final (T2-TO) de cada individuo. La
comparacion entre grupos mediante el test de Mann-Whitney determiné que la variacién T1-TO
fue diferente entre el grupo tratado con PTER, con una reduccion media del ITV de -0,03 £ 0,16
respecto al grupo placebo, que mostré un aumento medio de +0,014 + 0,11(p = 0,02). Después
de 6 meses sin tratamiento, al final del seguimiento, la diferencia media del ITV respecto a las
basales (T2-T0O) en el grupo PTER fue de +0,03 £ 0,2, y de +0,05 + 0,2 en el grupo placebo.

Estos datos se encuentran representados en el grafico 25.
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Gréfico 25. Cambio medio del ITV en la visita postratamiento (T1) y final (T2) respecto
al ITV basal (TO). *Variacion significativa entre grupos tras intervencion (p < 0.05).
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2.5.EFECTO DEL PTEROESTILBENO SOBRE EL ESTADO OXIDATIVO

2.5.1. FRACCION GSH/GSSG

Con objeto de comprobar el efecto de la suplementacién sobre el estado oxidativo de los
sujetos, se analizo el ratio GSH/GSSG. El grupo tratado con PTER mostré una mejoria de la
fraccion GSH/GSSG tras el tratamiento, mostrando diferencias significativas entre ambos
grupos en la visita postratamiento (p = 0,017). Sin embargo, la fraccion disminuy6 de nuevo en
el grupo PTER hasta niveles cercanos a los basales 6 meses tras el cese de la suplementacion
(gréfico 26).
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Gréfico 26. Evolucion de la fraccion GSH/GSSG a lo largo del estudio. Las cruces representan
las medias y las lineas las medianas. *Diferencia significativa entre grupos en la visita
postratamiento (p < 0.05).
Al revisar las cifras de GSH y GSSG por separado, se observé que la mejoria del
cociente GSH/GSSG se produjo debido a una menor oxidacion del tripéptido en el grupo tratado

con PTER tras 12 meses de estudio (gréafico 27).
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Gréfico 27. Analisis del estado de oxidacion del tripéptido GSH. Valores obtenidos
en la visita postratamiento (12 meses). A) GSH y B) GSSG. Las cruces representan
las medias y las lineas las medianas. 94



Bo% VNIVERSITAT
5§ DEFVALENCIA

Resultados

2.5.2. VIA DE LA TRANSULFURACION

No se encontraron diferencias en las cifras absolutas de los metabolitos precursores del
GSH a lo largo del seguimiento. Se trabajé ademas con las cifras diferenciales TO-T1y T1-T2
para homogeneizar las variaciones intragrupo. Se encontré de manera aislada una diferencia en
la cifra diferencial de cistina entre ambos grupos, aunque ésta se produjo en el periodo
postratamiento (p = 0,014), con una disminucion de los niveles en el grupo tratado y una

variacion minima en el grupo placebo.

Tabla 13. Variacién de los analitos de la via de la transulfuracion (TO-T1y T1-T2).

ANALITO ATO-T1 AT1-T2
Metionina 0,652 0,774
SAM 0,467 0,652
SAH 0,806 0,650
Homocisteina 0,934 0,323
Cistationina 0,743 0,629
Cisteina 0,319 0,967
Cistina 0,478 0,014*
y-glutamilcisteina 0,774 0,837

Test de Mann-Whitney *p < 0,05.

2.5.3. ISOPROSTANOS Y NEUROPROSTANOS EN ORINA

Los niveles de isoprostanos y neuroprostanos mostraron una elevada variabilidad
intragrupal, por lo que se trabajo con las cifras diferenciales individuales entre TO-T1y T1-T2.
El test de Mann-Whitney determind que hubo una variacién significativa entre grupos para los
siguientes productos de peroxidacion lipidica: 8-iso-15-keto-PGF2 (p = 0,014), 8-iso-PGF2 (p =
0,019), PGE2 (p = 0,014), 7(RS)-ST-A8-11-dihomo-IsoF (p = 0,035) y 17-epi-F2t-dihomo-IsoP
(p = 0,021) , tras el periodo de intervencion (T1-TO). En el grupo PTER, estos metabolitos
disminuyeron mas que en el grupo placebo, en el cual hubo algin metabolito que incluso
aumento la cifra diferencial (grafico 27). Estas diferencias desaparecieron cuando se analizé el
incremento en T2, al final del estudio, observando de nuevo una equiparacion de las cifras de

metabolitos entre ambos grupos (gréafico 28).
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Graéfico 28. Variacion en los productos del acido araquidoénico (A) 8-iso-15-keto-PGF2, (B) PGE2 y
(C) 8-is0-PGF2a; del acido adrénico (D) 7(RS)-ST-48-11-dihomo-IsoF y del acido docosahexaeoico
(E) 17-EPI1-17-F2t-dihomo-IsoP, a lo largo del seguimiento. Las cruces representan las medias y las

lineas las medianas. *Diferencias significativas entre placebo y grupo tratado (p < 0.05).
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La RD es la Unica causa de empeoramiento visual cuya prevalencia ha aumentado en el
periodo entre 1990 y 2020 segln una publicacién del Vision Loss Expert Group (del inglés
Grupo de Expertos en Perdida de Vision) (39). En 2020, la RD constituia la causa de ceguera en
45/100.000 personas por encima de 50 afios; y de empeoramiento visual moderado-severo en
155/100.000 individuos de ese mismo grupo de edad a nivel mundial (42). El arsenal
terapéutico actual incluye farmacos de inyeccion intravitrea, fotocoagulacion con laser y cirugia
de vitrectomia. No obstante, estos tratamientos estan indicados en escenarios concretos: cuando
el paciente presenta pérdida visual secundaria a EMCS, hemovitreo o desprendimiento de retina
traccional; y en casos de riesgo de desarrollo de NV (RDNP preproliferativa) o presencia de NV
(RDP) aunque el paciente se encuentre asintomatico (163,242). Si se observa la tabla 6 (epigrafe
2.6.4 del apartado Introduccion) queda patente que el manejo de pacientes con RDNP sin
EMCS o isquemia importante, se basa en el control de los factores de riesgo y la observacion en
periodos de tiempo que dependen del grado de severidad. Carecemos de opciones terapéuticas
activas en las fases mas tempranas de la enfermedad (242).

Dada la implicacion del estrés oxidativo en la fisiopatologia de la RD, se ha planteado
el uso potencial de antioxidantes orales como tratamiento adyuvante en los estadios iniciales. El
interés por los polifenoles se debe a su capacidad para inhibir la angiogénesis y ejercer un efecto
antioxidante y antiinflamatorio (187), aunque el principal problema para su aplicacion
biomédica ha radicado en la baja biodisponibilidad. Para solventar este inconveniente se han
desarrollado derivados de los polifenoles naturales con cambios en los grupos -OH de los
anillos aromaticos. El analogo del resveratrol PTER se encuentra dimetilado en las posiciones 3
y 5. Esta metilacion confiere mayor lipofilidad y promueve su captacion celular (190). La
absorcion por via oral en ratas ha demostrado ser del 80% frente al 20% del resveratrol (193).

El objeto de esta tesis ha sido, por una parte, revisar la evidencia hasta la fecha sobre la
aplicacion de antioxidantes en RD, asi como realizar el primer ensayo en pacientes con RD en el
que se ha utilizado la suplementacién oral con PTER para valorar los posibles efectos
protectores y terapéuticos del polifenol sobre esta patologia concreta. Como limitaciones de la
revision sistematica, a la que se afiade el ensayo clinico realizado, se ha comprobado que la
evidencia disponible hasta la fecha incluye estudios con una alta heterogeneidad con respecto a
la variabilidad de los antioxidantes suministrados, las variables clinicas estudiadas y los
periodos de seguimiento, que oscilan entre 6 a 60 meses. Los seguimientos mas cortos podrian
explicar la falta de resultados significativos con respecto a los hallazgos clinicos, dado el
caracter cronico de la enfermedad. También hay que considerar que algunos de los estudios no
evallan los niveles de farmacos administrados o los pardmetros de oxidacion (215-
217,222,224-226), sin verificar, por tanto, el cumplimiento del tratamiento o la mejora en el
estado oxidativo. Ademas, la distribucién de cantidades desconocidas de antioxidantes incluidos

en la dieta habitual podria influir en los resultados. Existen excepciones, por ejemplo, el grupo
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de Roig-Revert et al. comprob6 la adherencia inicial de todos los participantes a la dieta
mediterranea y tuvo en cuenta este factor para el analisis estadistico (219).

Los datos relativos a la biodisponibilidad de los farmacos s6lo fueron reportados por
dos grupos de investigacion. El grupo de Lafuente et al. analiz6 el contenido en eritrocitos de
DHA, obteniendo diferencias significativas entre los grupos suplementados y placebo
(148,214). En segundo lugar, el grupo de Sanz-Gonzalez midi6 los niveles de vitamina C y
encontrd una biodisponibilidad inadecuada, dependiendo de las diferentes expresiones genéticas
de SLC23A2 (codifica para una proteina responsable de la captacion de vitamina C), en el
contexto de hiperglucemia cronicay RD (213). En esta linea, el estudio de Haritoglou et al., que
publico resultados clinicos no significativos y no midié los niveles de acido a-lipoico
suplementado, postulé que las dosis administradas podrian no haber sido suficientes para
producir cambios en la retina porque la dosis ideal en humanos ain no se ha establecido en
comparacion con los niveles de seguridad bien definidos en ensayos in vivo en animales (222).
La biodisponibilidad o fraccién de compuesto bioactivo que llega a la circulacion sanguinea
suele ser muy baja. En los Gltimos afios, se han utilizado nanoformulaciones para aumentar la
biodisponibilidad de compuestos fendlicos, vitaminas y minerales (243).

En cuanto al ensayo clinico, el reclutamiento se llevé a cabo mediante una técnica de
muestreo no probabilistica, de conveniencia. Se establecieron unos criterios de inclusion y
exclusién muy estrictos, buscando un perfil de sujeto con unas caracteristicas muy definidas. La
RD es una patologia crénica, y el hecho de que los pacientes no reciban tratamiento
oftalmolégico activo hasta presentar EMD o alcanzar estadios de RDNP severa, supuso un reto
importante en su reclutamiento. Encontrar sujetos en los estadios mas tempranos requirié una
seleccidn de pacientes a partir de imagenes de cribado del Sistema Nacional de Salud, que son
revisadas teleméaticamente por facultativos especialistas en Oftalmologia. La complejidad del
reclutamiento fue debida a que el perfil de pacientes seleccionado no era atendido
presencialmente en Servicios de Oftalmologia y se buscaban pacientes con una minima cantidad
de fluido en la OCT macular, pero no susceptibles de recibir tratamiento con intravitreas. Es
decir, presentaban EM clinicamnte no significativo manteniendo una buena agudeza visual.

Se ha trabajado con una mayor proporcidn de pacientes varones (84,6%) que de mujeres
(15,4%). En cuanto al género, existen estudios poblacionales que describen diferencias segln el
sexo en cuanto a la incidencia y progresion de la RD. Los resultados varian segun el area
geogréfica, teniendo en cuenta que el acceso a los sistemas de salud puede no ser igualitario, si
bien no es ésta la situacion general en nuestro medio (244-247). El estudio prospectivo UKPDS
sobre DM2 determind que el sexo masculino era un factor de riesgo independiente tanto para
desarrollar RD, como para para la progresion de la retinopatia, con un ODDS ratio de 0,7 para
el sexo femenino. A pesar de ello, esta diferencia por sexos parece igualarse a medida que crece

la duracién de la retinopatia y el grado de severidad (43). Este hecho puede explicar que
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hayamos encontrado més varones durante el reclutamiento de pacientes, ya que son sujetos
diagnosticados por primera vez a partir de imagenes de cribado. La distribucién de varones por
grupo tratado y placebo, no obstante, fue equiparable.

De los resultados obtenidos en el ensayo clinico y en la revision sistematica sobre el uso
de antioxidantes orales en RD, podemos establecer tres pilares de variables analizadas: cambios
clinicos, cambios en los factores de riesgo y en parametros que reflejan el estado oxidativo.

En cuanto a cambios clinicos, se puede deducir de la revision sistematica que, en lineas
generales, se observan efectos beneficiosos tras periodos de tratamiento largos, en términos de
retraso de la aparicion o reduccion de la progresion de la RD en DM2. Sin embargo, la
suplementacion con antioxidantes aun no ha demostrado tener un impacto en la mejora de
MAVC o regresion de EMD a medio plazo. Una excepcion fueron los estudios realizados por
Lafuente et al., en los que, como se comentara mas adelante, se utilizaron farmacos anti-VEGF
ademas de los antioxidantes orales, sin poder evaluar de manera aislada el efecto del tratamiento
oral (148,214).

En nuestro ensayo tampoco se produjeron cambios significativos en la MAVC entre
grupos ni intra-grupo a lo largo del seguimiento. Como se ha explicado en la introduccion
(epigrafe 2.1.1), la agudeza visual depende de la transparencia de medios (cérnea, cdmara
anterior, cristalino / lente intraocular, vitreo) y de la integridad de la estructura de la retina.
Teniendo en cuenta que se incluyeron pacientes sin EMCS, hemos trabajado con sujetos que
podian presentar cierto grado de fluido intraretiniano, pero con un perfil anatémico foveal
practicamente respetado, que tal como indican las guias de manejo de RD y EMD son
susceptibles de observacién por presentar una agudeza visual del 80% o superior (146,163).
Dado que la suplementacion se ha aplicado como tratamiento adyuvante en pacientes que
presentaban una buena agudeza visual basal, es un resultado que era esperable y en linea con la
ausencia de variaciones de agudeza visual en los estudios incluidos en la revision sistematica.

Lo mismo sucedi6 con el GMC, ligado a la presencia de EMD, que no experimento
cambios en los sujetos del estudio. En las guias de tratamiento del EMCS se considera respuesta
al tratamiento intravitreo una reduccion del GMC de al menos un 10% o < 250 um (146). Los
valores medios basales de los sujetos del estudio eran de 265,5 + 33,9 um, valores comparables
a individuos sanos de la poblacién (248). La ausencia de cambios significativos era, por tanto,
esperable, ya que los sujetos presentaban escaso EMD no candidato a tratamiento con
antiangiogénicos.

Los estudios de la revision sistematica que demostraron una reduccion significativa del
GMC corresponden a escenarios diferentes. Por una parte, el grupo de Lafuente et al. (148,214)
incluy6d pacientes con EMCS tratado de manera concomitante con farmacos anti-VEGF
intravitreos. Por otra parte, el estudio publicado por Domanico et al. (220), incluy6 pacientes

con EMD refractario a los tratamientos estandar, de manera que eran pacientes con edemas
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crénicos que ya habian recibido tratamiento con laser y/o inyecciones intravitreas de anti-
VEGF. Son, por tanto, situaciones no comparables a las de nuestro ensayo clinico.

Respecto a la evolucion del estadio de RD en el ensayo, el grupo PTER presentd casos
de mayor severidad ya en la visita basal (grafico 24), con un 69% de pacientes que presentaban
RDNP moderada en el grupo PTER frente a un 46% en el grupo placebo. Esa diferencia de
severidad en la clasificacion clinica se mantuvo en las sucesivas visitas a lo largo del
seguimiento. No se observé un retraso en la progresion del grado de retinopatia bajo
suplementacion y no hubo diferencias significativas entre grupos. La variabilidad en los estadios
basales (35-47D) de la clasificacion ETDRS en una muestra pequefia puede haber dificultado el
andlisis de los efectos del PTER. Atendiendo a los resultados de la revision sistematica (249),
tres de los 15 estudios analizados demostraron un retraso en el debut o progresion de la RD. De
ellos, dos utilizaron la misma escala de gradacion (ETDRS) (213,219), mientras que el grupo de
Moon basd el andlisis de la evolucién en funcion de la presencia y variacién unicamente de los
exudados duros (216). De aquellos que utilizaron la escala ETDRS, el estudio de Sanz-Gonzalez
incluy6 225 pacientes con RD de las mismas caracteristicas que en nuestro ensayo, aunque su
periodo de seguimiento fue de 38 meses (213). Un tiempo de seguimiento mayor en una
patologia cronica facilita la evaluacion de la progresion. El estudio de Roig-Revert, con un
seguimiento también de 18 meses, incluy6é una muestra de 360 diabéticos con RD y sin RD
(219), evaluando tanto el retraso en el debut como en la progresion, de manera que parte del
efecto en términos de retraso concierne a pacientes con DM2 sin retinopatia, que desarrollaron
la complicacion de manera mas tardia que los sujetos no suplementados.

La determinacion del estadio ETDRS depende de la evaluacién subjetiva de los signos
oftalmoscédpicos, de manera que se analiz6 cuantitativamente el cambio morfolégico de los
vasos en las retinografias de campo amplio. La tortuosidad vascular se encuentra aumentada en
pacientes con RD y es reflejo de la disfuncion endotelial prolongada (250), pero no es un
parametro incluido en las escalas de gradacion de RD, ni en la ETDRS ni en la ICDSS, por la
dificultad para objetivar cambios entre visitas por parte del oftalmélogo en la practica clinica a
corto plazo. En los Ultimos afios disponemos de una nueva tecnologia capaz de valorar de
forma no invasiva el arbol vascular retiniano, la OCT-A, que ofrece mapas de los plexos
retinianos superficial, intermedio y profundo. El inconveniente que presenta esta técnica es que
la extensién del campo retiniano estudiado se limita al polo posterior. Actualmente se
encuentran en desarrollo equipos capaces de captar campos mas amplios (96). La OCT-A
permite cuantificar pardmetros como el area de zona avascular foveal, densidad vascular,
tortuosidad vascular, calibre vascular o el indice de flujo vascular, entre otros (251). Si
analizamos el aporte de esta técnica al manejo de la RD, se ha demostrado que signos como el
aumento de la zona avascular foveal y la disminucién de la densidad vascular y del flujo

sanguineo en DM2 se asocian a posterior desarrollo de RD en pacientes sin retinopatia aparente
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(252). Asi mismo, el andlisis de tortuosidad vascular a partir de imagenes de OCT-A ha
demostrado que el ITV es un pardmetro sensible para distinguir RD no proliferativa y
proliferativa, que aumenta significativamente a medida que aumenta el grado de RD y, por
tanto, sirve para monitorizar la progresion (251). Sin embargo, los estudios se limitan al andlisis
de mapas angiograficos foveales con una extension de 6x6 mm. En nuestro ensayo clinico se
utilizaron retinografias de campo ultra amplio para el analisis del ITV mediante el cddigo
desarrollado por Khansari (230). Aunque la valoracion de las retinografias se llevo a cabo por
dos examinadores independientes, la cuantificacion de la tortuosidad vascular mediante el
programa MATLAB ofrece una valoracion objetiva sobre la morfologia de los vasos y su
cambio a lo largo del seguimiento. Se observo que el ITV disminuy6 en los sujetos tratados con
PTER, aunque de manera transitoria, ya que se produjo un aumento del valor tras el cese de
tratamiento. No hubo cambios en el grupo placebo. La capacidad del PTER para reducir la
tortuosidad fue demostrada en un estudio previo en conejos diabéticos suplementados con
PTER llevado a cabo por Millan y colaboradores (204).

Ademas de los cambios clinicos, en la revision sistematica encontramos 3 estudios que
demostraron una influencia temprana en los parametros retinianos funcionales después de
periodos de seguimiento cortos, que oscilaron entre 6 y 14 meses. Los parametros analizados
incluyeron la sensibilidad retiniana (215,224), la sensibilidad al contraste (215,226), la
sensibilidad al deslumbramiento (215) y la densidad éptica del pigmento macular (215). El
perfil de estos pacientes consistié en DM1 o DM2 que presentaban RDNP leve a moderada sin
EMCS, o con EMD, pero sin engrosamiento de la retina en la OCT. Estos hallazgos sugieren
gue los antioxidantes suponen una terapia adyuvante profilactica valida en etapas tempranas de
la RD, en las que el dafio anatdmico no sea excesivo, y todavia no haya engrosamiento de la
mécula central.

Asi pues, debido a la dificultad para detectar cambios clinicos significativos en las fases
tempranas de RD por la carencia de sintomatologia o en la evaluacion precisa de la efectividad
de un tratamiento que retrase el desarrollo de la enfermedad hacia estadios avanzados, analisis
como la medicion del ITV o de los parametros funcionales podrian ser de gran utilidad
diagndstica y pronostica.

En lo que respecta a los factores de riesgo para el desarrollo y progresién de RD, hubo 3
estudios de la revision sisteméatica que evaluaron la HbAlc y que encontraron mejorias
significativas (214,217,221). En cuanto al perfil lipidico, ningn estudio de la revision demostro
cambios significativos (215,218,219). S6lo 1 estudio valoré la TA sin encontrar cambios
significativos. En nuestro ensayo se ha realizado un analisis exhaustivo de los factores de riesgo
modificables encontrando hallazgos prometedores. El estado basal de los factores de riesgo de
la muestra fue el siguiente: Un 61,5% (16 pacientes) del total tomaba antihipertensivos orales al

inicio del estudio. Entre el 38,5% (10 pacientes) de sujetos que no tomaba antihipertensivos
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orales al inicio, un 60% (6 sujetos) presentaba cifras de TA por encima de 140/80 mmHg. En
total, 22 pacientes (84,6%) presentaban HTA o tratamiento antihipertensivo al inicio del
estudio. Un 53,8% de los pacientes se encontraba en tratamiento con hipolipemiantes al inicio
del estudio, 6 en el grupo placebo y 8 en el grupo control. Segun el IMC s6lo un 3,8%
presentaba una cifra correspondiente al grado considerado normopeso segun la escala de la
OMS (241). El 38,5% presentaba sobrepeso y un 57,7% obesidad. De este Gltimo grupo de
obesidad, 6 sujetos pertenecian al grupo placebo y 9 al grupo tratamiento. Estos datos sobre TA,
hiperlipidemia y sobrepeso-obesidad reflejan la relacion de los factores de riesgo definidos por
el estudio UKPDS en el desarrollo y progresion de RD (43).

Analizando la HbAlc, que representa la glicosilacion de la hemoglobina de los
eritrocitos en sangre y representa los niveles medios de glucemia de los 3 Gltimos meses, ni en
el estudio previo publicado por Riche y colaboradores (228) en diabéticos tratados con PTER ni
en nuestro ensayo se han encontrado variaciones significativas de las cifras de HbAlc. Si bien
en modelos de diabetes inducida en ratas se ha podido comprobar una mejora de este parametro
tras la administracion de PTER (253). Hay que tener en cuenta que los animales no reciben
tratamiento para normalizar la glucemia. En cambio, los sujetos del ensayo clinico fueron
pacientes en tratamiento con antidiabéticos orales y un 80,77% también insulinizados por esta
razén, no se ha podido comprobar un beneficio adicional bajo suplementacion con el polifenol.

Tres estudios de la revisién sistematica fueron capaces de detectar cambios en esta variable.
Sepahi y colaboradores estudiaron pacientes con EMD refractario a otros tratamientos. Este
grupo detectd una disminucién de la HbAlc tras tratar a los pacientes con 15 mg de crocina
durante 3 meses. El porcentaje de pacientes insulinizados en este estudio era del 19% e incluia
tanto DM1 como DM2, sin especificar el grado de retinopatia (217). Lafuente y colaboradores
estudian la capacidad del DHA para tratar junto con anti-VEGF el EMD. No hay datos sobre el
estadio de retinopatia basal ni los tratamientos hipoglucemiantes de los pacientes. La
disminucién significativa de la HbAlc se produce en el mes 36 pero no durante los 2 primeros
afios de estudio. El estudio de Watanabe y colaboradores, de 60 meses de seguimiento y que
incluia pacientes sin RD para valorar el retraso en su aparicion, determind disminucion
significativa de las cifras de HbAlc en los meses 54 y 60, pero no durante los primeros 4 afios
de tratamiento (221). En ninguno de los 3 estudios hay datos posteriores al cese de la
intervencion. Se observa la disparidad entre estudios en cuanto al tiempo en el que se produce el
cambio. En los estudios de Sepahi y Watanabe el hecho de que la cifra varie Unicamente en
visitas finales tras afios de tratamiento podria ser un hallazgo casual.

En cuanto a la tensién arterial, en nuestro ensayo se ha observado un descenso
significativo medio de la PAS de -11,3 (14,7) mmHg (p < 0,05), asi como una tendencia a la
disminucion de la cifra media de PAD de -13.3 (27,9) mmHg (p = 0,065) bajo tratamiento con

PTER. Este hallazgo no se produjo en el grupo control, que presenté una variacion media de -
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0,8 (13.9) mmHg PAS y de -1,9 (7,5 mmHg de PAD. EIl descenso de PA en relacion al
antioxidante no se mantuvo tras el cese del tratamiento.

Si atendemos a las recomendaciones de control de los factores de riesgo (apartado 2.6.3.
de la introduccion), al inicio del estudio, observamos que 5 pacientes del grupo placebo y 7
pacientes del grupo PTER presentaban cifras basales por encima de 150/85 mmHg (Gréfico 19).
Tras 12 meses de tratamiento, en el grupo placebo 5 pacientes continuaban presentado cifras por
encima de 150/85 mmHg, mientras que en el grupo PTER el nimero se redujo de 7 a 2 sujetos.

La hipertension se relaciona con una mayor resistencia al flujo en los vasos sanguineos
(254). Se ha descrito que los polifenoles son capaces de producir una mejoria de la geometria
vascular en arteriolas mesentéricas y cerebrales de ratas, medida en términos de disminucion de
la fraccion didmetro lumen vascular / didmetro tinica media en mm (255), aunque la via
fisiologica exacta no esta clara. EI grupo de Kosuro y colaboradores describe una disminucién
significativa de la PA media en ratas diabéticas tras 8 semanas de tratamiento con PTER a razén
de 20 mg/kg diarios. En este modelo se demostré una reduccion significativa de la expresion del
NF-kB (inductor proinflamatorio), asi como un aumento de los niveles de NRF2 lo cual origind
un aumento de la expresién de enzimas antioxidantes en muestras de tejido cardiaco de las ratas
(256). En humanos también se ha descrito el potencial hipotensor del polifenol PTER. De a
cuerdo a nuestras observaciones, Riche y colaboradores (228) demostraron que su grupo (20
sujetos) tratado con 250 mg de PTER diario mostr6 descensos significativos de -7,8 mmHg (p <
0,001) de PAS y -7,3 mmHg (p < 0,001) de PAD tras 6-8 semanas de tratamiento. No se ofrecen
datos tras el cese de la suplementacién, aunque los resultados obtenidos en nuestro ensayo
apuntan a un efecto pasajero tras la interrupcion.

En cuanto al perfil lipidico, a pesar de que se ha demostrado la capacidad del PTER
para disminuir las cifras de LDL y VLDL en modelos animales (197,199,200), no encontramos
en nuestro ensayo variaciones significativas intra ni entre grupos en las cifras de colesterol total,
LDL, VLDL o TG tras la intervencion. Particular énfasis merece el andlisis de las cifras de
LDL, dada su implicacién en las alteraciones vasculares de la DM2, con estimulacion
proinflamatoria y de factores de adhesion y crecimiento vascular (11,36). A diferencia y en
contra de lo observado en modelos animales, ha habido dos estudios en humanos que han
descrito un aumento significativo de las cifras de LDL asociado a la administracion de PTER
oral, poniendo en duda el perfil de seguridad del compuesto (228,257). En el estudio de
Dellinger y colaboradores (257) se utiliz6 una combinacion de rib6sido de nicotinamida con
PTER (dosis de 250/50 mg o 500/100 mg) durante 60 dias. Se describe un aumento de LDL
significativamente mayor en individuos tratados con ambas dosis de suplemento respecto a
placebo, aunque hay que destacar que ya se partia de niveles basales significativamente mayores
que en los controles. En el estudio de Riche y colaboradores (228) se advertia un incremento de

las cifras de LDL en todos los participantes tratados con PTER en monoterapia (tanto con la
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dosis de 125 como 250 mg diarios) tras 6-8 semanas de suplementacion. Este incremento no se
detectd en su grupo control ni en otro grupo que recibié una combinacion de PTER 50 mg
diarios junto con 100 mg de extracto de uva. Los investigadores remarcan gque esta subida no
supuso un incremento en la puntuacion del riesgo de enfermedad cardiovascular de los
participantes y, por otra parte, que no se produjo incremento de LDL en aquellos participantes
que recibian tratamiento con hipolipemiantes al inicio del estudio. En esta publicacion, se
postula que el incremento de LDL puede deberse a una selectividad cruzada por las isoformas y
de receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARs) (228).

Los PPARs son factores de transcripcion activados por ligandos que participan en la
regulacion del metabolismo lipidico y la homeostasis de la glucosa (258). Existen tres
isoformas: a, p/d y y. Mientras que los PPARs a y B/6 estan implicados en combustion de
energia, las isoformas y promueven la adipogénesis para almacenarla. El PTER ha demostrado
ser un potencial agonista de las isoformas a, que se han relacionado con la disminucion de los
niveles de LDL

. En contraposicion, las isoformas y regulan la liberacion, transporte y almacenamiento
de los acidos grasos, produciendo una redistribucion de la grasa para evitar la lipotoxicidad en
los tejidos viscerales y derivar los almacenamientos a tejido adiposo subcutaneo. De esta
manera puede explicarse que exista un aumento plasmatico de las cifras de LDL, que también
ocurre por ejemplo con el uso de las tiazolidinedionas o las glitazonas, farmacos
hipoglucemiantes agonistas de los PPARy (259).

En nuestro ensayo, el grupo tratado con PTER mostr6 un incremento no significativo de
la media de LDL de 95+27,0mg/dL basales a 101,8+38,2mg/dL tras 12 meses de
suplementacion, que después decrecid6 de forma significativa tras 6 meses del cese de
tratamiento a 85,2+25.8mg/dL (Gréfico 20). Destacamos que este aumento medio de LDL no
fue significativo y que, analizando los datos individualmente, no se produjo, a excepcion de 1
sujeto, ningun incremento en aquellos pacientes que recibian tratamiento con hipolipemiantes.
Disponemos de datos de suplementacién a 12 meses, en comparacion con los ensayos
previamente mencionados con 2 meses de seguimiento (228,257). Aunque seria conveniente
analizar un mayor nimero de muestras, con los datos obtenidos podemos afirmar que el PTER
mantuvo un perfil seguro.

Respecto al grado de obesidad, el potencial de los polifenoles para reducir el peso
corporal se ha relacionado con su capacidad para inducir adipocitos de tipo pardo (llamados
adipocitos beige) en el tejido adiposo blanco, asi como para activar la termogénesis tanto en el
tejido adiposo pardo como blanco, reduciendo la acumulacion de grasa (260). Mientras que el
tejido adiposo blanco se encarga de almacenar energia, es en el tejido adiposo pardo donde se
disipa energia en el proceso de termogénesis. Los PPARy juegan un papel importante en el

inicio y mantenimiento de la diferenciacion de adipocitos (261). Este potencial se ha
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relacionado, entre otros mecanismos, con el agonismo del PTER por los PPARYy, activacion de
la proteina desacoplante 1C (UCP1) y activacion de la sirtruina-1 (260,262,263).

La funcion de los adipocitos pardos, que en contraposicion a los blancos presentan muy
poca grasa almacenada y gran cantidad de mitocondrias, se atribuye a la existencia de las
proteinas desacoplantes en las mitocondrias, que impiden el acoplamiento de la cadena
respiratoria a la ATP sintetasa, con la consiguiente produccién de calor. La UCP1 es exclusiva
del tejido adiposo pardo. Esta proteina es activada por el coactivador 1 del PPARY, (261,264).
La sirtruina 1 es la enzima que desacetila el coactivador 1 del PPARy, estimulando
mitocondriogénesis y la transcripcion de genes especificos del tejido adiposo pardo (262,263).

En un modelo animal de obesidad, se aliment6 a ratas con una dieta alta en grasas
durante 30 semanas. La administracién de PTER produjo un aumento de la proteina UCP1 en
adipocitos blancos, un aumento de transcripcion de los genes que codificaban PPARy vy
sirtruina-1 en el analisis de tejido adiposo blanco inguinal, y, por ultimo, una disminucion del
aumento de peso en el grupo tratado (262). La suplementacién con PTER en nuestro ensayo no
consiguid reducir de manera significativa el IMC, aunque se observo una pérdida de peso en 8
sujetos del grupo tratado frente a 4 en el grupo placebo, asi como una variacion en el grado de
obesidad, consiguiendo que 3 sujetos mejorasen su categoria de IMC Unicamente en el grupo
tratado. 2 sujetos volvieron a mostrar un empeoramiento de su grado 6 meses tras dejar el
antioxidante.

El tercer pilar de andlisis en el ensayo ha sido la variacion en el estado oxidativo de los
pacientes. En la revisién sistemética varios estudios observaron una mejoria de la capacidad
antioxidante total (148,214,218,219,223) o de productos de peroxidacidn lipidica como el MDA
(219) en muestras plasmaéticas. En el caso concreto del PTER, estudios previos en ratas
diabéticas han demostrado su capacidad para mejorar los sistemas de defensa antioxidante en
muestras de tejido hepatico. Bhakkiyalakshmi y colaboradores (197) describieron un aumento
de la expresion NRF2 de hasta 1,46 veces mas tras la administracion de PTER, con un
subsecuente aumento de las enzimas SOD, CAT, GSH peroxidasa y de los niveles de GSH.
Posteriormente, el grupo de Kosuru (265) describe una reduccion de los productos de
peroxidacion lipidica tras administracion de PTER, aumento de los niveles de SOD y de GSH.
Afade, ademas, que estos hallazgos se produjeron también bajo tratamiento con metformina, y
que no hubo diferencias significativas en la mejora de los pardmetros antioxidantes entre el
grupo tratado con PTER y el grupo de metformina. En tejido retiniano de conejos diabéticos, el
grupo de Millan y colaboradores comprobd una activacion de NRF2 tras administracion de
PTER, medido por la expresion proteica de la NADPH deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), con
un aumento del ratio GSH/GSSG y de las enzimas SOD y catalasa, asi como reduccion de

productos de peroxidacion lipidica (175).
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Para medir el estado de la homeostasis redox intracelular y el efecto del tratamiento con
PTER en nuestro ensayo se utilizd la ratio GSH/GSSG. Una disminucién de esta relacién es
sindénimo de dafio oxidativo (266), pero si existen mecanismos para regenerar las moléculas de
GSH, tanto del reciclaje del GSSG como por su sintesis de novo la fraccion puede mantenerse
en un rango adecuado para la defensa antioxidante. Se observaron diferencias significativas
entre grupos placebo y tratado en la relacion GSH/GSSG plasmatica tras la intervencién, con un
cociente mayor en el grupo PTER que en el grupo placebo. Esta diferencia no se mantuvo tras
cesar el tratamiento, mostrando cifras equiparables al final del seguimiento. Se observo que esta
diferencia entre grupos se produjo a expensas de unos niveles de GSSG mas elevados en el
grupo placebo que en el grupo tratado con PTER y no a expensas de cambios en los niveles de
GSH. Este hallazgo se encuentra en consonancia con el estudio previo en conejos diabéticos. En
este estudio se observd una relacion GSH/GSSG significativamente mejor en las retinas de los
animales tratados con PTER que en las de los controles, también a expensas de unos niveles de
GSSG més elevados en los animales no tratados (175). EI GSSG que se produce en la célula
puede regenerarse a GSH a través de la enzima GSSG reductasa con NADPH como donante de
electrones. Si existe un ambiente de estrés oxidativo que supera la capacidad de la célula para
reducir el GSSG, éste se puede exportar activamente fuera de la célula (267). La mejoria del
ratio GSH/GSSG bajo tratamiento con PTER implicaria que se produce menos cantidad de
GSSG en un ambiente celular menos estresado bajo tratamiento con PTER.

En el estudio en conejos diabéticos de Millan y colaboradores se demostr6 de manera
paralela un incremento del precursor de GSH y-glutamilcisteina bajo tratamiento con PTER, y
postulan una rapida sintesis de las moléculas de GSH para contrarrestar el estrés oxidativo y
explicar la ausencia de variacion en los niveles de GSH (175). En relacién a la via de la
transulfuracion en el ensayo, no se encontraron variaciones plasmaticas en el precursor vy-
glutamilcisteina ni en el resto de metabolitos de la via de la transulfuracion durante el periodo
de intervencion.

En el intento de dar respuesta a la posible via de accién antioxidante del polifenol,
varios estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad del PTER para activar la via
PI3K/AKT vy favorecer la traslocacion del NRF2 al ndcleo celular para activar la expresion de
enzimas antioxidantes e incrementar los niveles de GSH (197-199,202). En el estudio en
conejos diabéticos de Millan y colaboradores se investigd, ademas, la capacidad del PTER para
activar el receptor del péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP1R), paso previo para iniciar la
cascada metabdlica PI3K/AKT/GSK3p y de la activacion del NRF2 (175,204). En este estudio
se demostro, por una parte, que el PTER actuaba como agonista de GLP1R comparando su
accion con exendida 4 (agonista GLP1R) en una linea celular de rifion humano, y que ademas se
producia una activacion de NRF2. Por otra parte, también se demostr6 que el PTER producia un

aumento de la cantidad de GLP1R en las retinas de los conejos diabéticos tratados (175). Los
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farmacos comercializados agonistas de GLP1R han demostrado especial utilidad en el control
de los factores de riesgo cardiovascular. Se ha demostrado su capacidad para reducir la PAS,
reduccidn del peso y del colesterol total (268).

Mas alla, se ha demostrado in vitro la capacidad de los agonistas GLP1R para activar la
transcripcion de los PPARYy, utilizando exendida 4 en cultivos de células endoteliales de vena
umbilical humana (269). Como se ha desarrollado anteriormente, el agonismo por los PPARy
puede explicar fisiolégicamente efectos beneficiosos sobre factores de riesgo como la reduccion
de peso (262,263). También se ha demostrado su implicacion en la reduccion de la presion
arterial, a través de un mecanismo de supresion del sistema renina-angiotensina (270). Aunque
pueden contribuir a la reduccion del colesterol total, como efecto contraproducente se ha
descrito el aumento de la fraccion LDL (259). Por todo ello, podemos hipotetizar que el
agonismo del PTER por GLP1R y la interaccién con PPARs podria actuar como mecanismo de
modulacion de los factores de riesgo y aumentar las defensas antioxidantes a través de la
activacion de NRF2.

En la introduccion (epigrafe 3.1.2.) se ha mencionado que el tejido retiniano presenta
una concentracion elevada de acidos grasos poliinsaturados y que es, por ello, especialmente
vulnerable al dafio inducido por peroxidacion lipidica. Para observar el efecto del PTER sobre la
peroxidacidn lipidica, se analizaron los niveles en orina de productos de los acidos ARA, ADH
y ADR, los acidos grasos mas abundantes en la retina. En el estudio animal de suplementacion
con PTER de Millan y colaboradores (175), se demostr6é que las retinas de conejos diabéticos
presentaban niveles aumentados de isoprostanos, dihomo-isoprostanos, dihomo-isofuranos y
neuroprostanos, que se consiguieron normalizar respecto a los controles bajo tratamiento con
PTER. Ademas, el 17(RS)-10-epi-SC--11-dihomo-IsoF, derivado ADR, se hallé aumentado en
muestras de retina, plasma y orina de los conejos y se propuso como biomarcador de la
presencia de RD (205). En nuestro ensayo clinico los productos que disminuyeron
significativamente en orina de los sujetos diabéticos del ensayo tratados con PTER fueron los
derivados de la oxidacion de:

- ARA: la prostaglandina PGE2 y los isoprostanos 8-iso-15-keto-PGF2 y 8-iso-PGF2.

- ADH: el dihomo-isoprostano 17-epi-17-F2t-dihomo-1soP

- ADR: el dihomo-isofurano 7(RS)-ST-A8-11-dihomo-IsoF. No se observaron cambios en
el 17(RS)-10-epi-SC--11-dihomo-IsoF como se produjo en los conejos diabéticos.

No se disponen de cifras estandarizadas de estos metabolitos para comparar con la
poblacion sana, de manera que los resultados nos permiten afirmar que se produjo una mejoria
del estado oxidativo en los pacientes suplementados con PTER en comparacion con el grupo
placebo, en el que no hubo mejoria de ninguno de los derivados analizados. Seria interesante
ampliar el analisis de estos derivados en futuros estudios para poder determinar el valor y

significado de cada uno de ellos.
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Teniendo en cuenta la heterogeneidad de los estudios y las limitaciones, se puede

recomendar la suplementacion oral con antioxidantes en pacientes con DM2 sin retinopatia o

RDNP leve-moderada sin EMD con un nivel de evidencia llb.
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1. Aunque el papel de los antioxidantes orales es limitado en cuanto a cambios en agudeza
visual o edema macular, han demostrado su capacidad para mejorar parametros funcionales,

asi como para retrasar la aparicién y progresion de la RD.

2. Teniendo en cuenta la heterogeneidad de las variables estudiadas y la diversidad de
antioxidantes estudiados hasta la fecha, se puede recomendar su uso como tratamiento
adyuvante en pacientes con DM2 sin retinopatia 0 RDNP leve a moderada sin EMD, con un
nivel de evidencia llb, con el objeto de frenar la progresion de la enfermedad a estadios méas
avanzados en los que las aproximaciones terapéuticas pretenden evitar el desarrollo de

ceguera in extremis y en los cuales el dafio neurorretiniano generado es irreversible.

3. A diferencia de otros compuestos con actividad antioxidante, el polifenol natural PTER no

presenta efectos adversos en los sujetos tratados en el ensayo.

4. El polifenol ha permitido mejorar el estado oxidativo reflejado por una mejoria de la fraccion
GSH/GSSG plasmatica y una reduccion de una variedad de productos de peroxidacion

lipidica en orina.

5. Al igual que se ha observado en otros ensayos clinicos, el tratamiento con PTER objetivé una
mejoria paralela de las cifras de presién arterial sistélica, y una tendencia a la disminucion de

la presion arterial diastolica.

6. Asimismo, se produjo una mejoria en el indice de tortuosidad venosa cuantificado a partir de
retinografias de campo ultra amplio. En este sentido se presenta este tipo de anélisis vascular
como de una elevada sensibilidad y de potencial utilidad en el diagnostico, seguimiento y

pronostico de la RD.

7. Los efectos beneficiosos significativos del tratamiento polifendlico se produjeron de manera
conjunta tras el periodo de tratamiento, aungue parecen ser transitorios ya que se revirtieron
tras el cese de la suplementacién.

8. A falta de profundizar en los mecanismos moleculares implicados en las mejorias observadas
tras el tratamiento con PTER en la evolucién de la RD, se postula que los efectos del

polifenol podrian atribuirse al agonismo por GLP1R e interaccion con los PPARs.
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ANEXO |. Dictamen favorable del Comité Etico de

AnNexos

Investigacion

0% Fundacidn para el Fomento de la

% GENERALITAT 55 Investigacion Sanitaria'y Biomédicu
\\% VALENCIANA &3 de lo Comunitat Volenciong

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION

Titulo: “Capacidad antioxidante y antiangiogénica del polifenol natural pterostilbeno:
estudio piloto en pacientes con retinopatia diabética. PTER-RD”.
IP: M" Carmen Desco Esteban

El Comité Etico de Investigacion CEI Fundacién Oftalmolégica del Mediterranco cn
su reunién del 31 de mayo de 2018, tras la evaluacion realizada de la propuesta del
Investigador Principal al proyecto especificado, y teniendo en consideracién las
siguientes cuestiones:

1. Cuestiones relacionadas con la idoneidad del investigador y de sus colaboradores
2. Cuestiones relacionadas con la idoneidad de las instalaciones.

3. Cuestiones relacionadas con fa memoria econdmica relativa al proyecto.

4. Cuestiones relacionadas con la Ley de Investigacién biomédica (LEY 14/2007, de
3 de julio, de Investigacion biomédica)

5. Consideraciones generales del proyecto.

Emite un INFORME FAVORABLE a las modificaciones presentadas para dicho
proyecto: B :

“Ampliacion de dos visitas, una visita a los tres meses y una Gltima a los 6 meses tras la
finalizacion de la administracién del suplemento alimenticio o placebo™

Y CERTIFICA

Que en dicha reunion del Comité Etico de Investigacién se cumplid el quérum
preceptivo legalmente.

Que en el caso de que se evalie algin proyecto del que un miembro sea
investigador/colaborador, éste se ausentard de la reunion durante la discusion del
proyeclo.

FISABIO OFTALMOLOGIA M’I‘EDICA. Avinguda PT()_ Barcja, 12. 46015 Valéncla
FUNDACIO PER AL FOMENT DE LA INVESTIGACIO SANITARIA I BIOMEDICA DE LA COMUNITAT VALENCIANA. C/ Misser
Mascd niim, 31, 46010 Valéncia. CIF: G98073760 Inscrita reglstre fundacions: 501 V - www.fisabio.san.gva.es
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% GENERALITAT %} Fundacién para el Fomento d: la
), Investigacion Sanitaria y Biomédica

VALENCIANA ]

N

2lde la Comunitat Volenciana

Los asistentes a la reunién del CEI de fecha 31 de mayo fueron:

Diia. Gisela Carmona Ibafiez
Dfia. Cristina Peris Martinez
D. Salvador Alifio Pellicer
D. Sebastia Longas Lépez
Diia. Elena Quintana Gallego
D. Aitor Lanzagorta Aresti

No asistieron:

Diia. Isabel Ferrandis Moscardd
Diia. M® Carmen Desco Esteban
D. Francisco Bosch Morell
Difia. Julia Cafiada Blasco

Diia. Esther Soler Climent

D. Enrique Jests Jarefio Roglan

Lo que firmo en Valencia a 31 de mayo de 2018

Firmado:

VENERALT ittt

de lo Comunite! Valenciong *

Diia. Cristina Peris Martinez
En sustitucién de la Secretaria del CEI
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ANEXO I1. Hoja de informacion al paciente y Consentimiento

Informado del proyecto

TITULO DEL PROYECTO: “Capacidad antioxidante y antiangiogénica del
polifenol natural pterostilbeno: estudio preliminar en pacientes con retinopatia diabética
(PTER-RD)”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. M2 Carmen Desco
INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un proyecto de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion de
FISABIO-Oftalmologia Médica.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la

explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decisién y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por

ello se altere la relacidon con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

La retinopatia diabética es la causa mas importante de ceguera en pacientes que cursan
con diabetes mellitus. A pesar de los grandes avances tecnol6gicos y diagnosticos, el
tratamiento de la enfermedad se realiza en estadios avanzados con técnicas lesivas. Por esta
razon, cualquier avance que se realice en demorar el progreso de la enfermedad resulta de sumo

interés.

Este estudio incluye pacientes que, como usted, padecen retinopatia diabética no
proliferativa moderada con edema macular diabético incipiente. Se divide a los participantes de
forma aleatoria en dos grupos: uno de los grupos se suplementan con 250 mg/dia de
pterostilbeno y el otro con placebo. Cada grupo poseerd 15 pacientes. Usted podra pertenecer a

uno u otro grupo al azar.
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El pterostiloeno es un analogo dimetilado natural del resveratrol, es decir, un
complemento nutricional antioxidante. Ambos polifenoles presentan numerosos efectos
beneficiosos para la salud. Los polifenoles son los compuestos con capacidad antioxidante mas
abundantes en la dieta, debido a dichas propiedades antioxidantes, los polifenoles tienen efectos
beneficiosos en la prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con el dafio
oxidativo. Los efectos beneficiosos que presentan los polifenoles han despertado el interés por
extrapolarlos a la retina y al posible efecto protector y terapéutico de las patologias retinianas.

Version 2, fecha 2 de mayo de 2018

El objetivo del estudio es estudiar el efecto de la suplementacion nutricional con
pterostilbeno (polifenol natural) en pacientes con retinopatia diabética no proliferativa leve-
moderada en su evolucion clinica. Evaluar cambios en la agudeza visual, grosor central macular,
cambios morfoldgicos en la retinopatia diabética y cambios de los pardmetros de control
metabdlico, HTA, dislipemia, Hemoglobina glicosilada (HbAlc). Realizando asi en todas las
visitas las pruebas necesarias para poder evaluar todos los objetivos del estudio. Se considera
ampliar dos visitas mas en el estudio para poder obtener mas informacion sobre cémo ha
evolucionado la retinopatia diabética durante 6 meses después de que haya tomado el

suplemento nutricional o placebo.

VENTAJAS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

No se dispone de informacion de que el producto aporte una ventaja inmediata, pero
esperamos que la informacion obtenida ayude a mejorar los conocimientos cientificos sobre este
tema y la ayuda de este suplemento pueda frenar el avance de la enfermedad evitando llegar a
estadios més avanzados.

Por participar en este estudio no recibira usted ningln tipo de compensacion econémica.
Si participa en el estudio, su médico no cambiard la atencion ni el tratamiento que
recibe.

No hay riesgo alguno ya que se trata de un suplemento nutricional natural.

CONFIDENCIALIDAD
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Para este estudio, los datos de los participantes se tratardn disociadamente, es decir, en
el momento de inclusion se les asignard un codigo andénimo por lo que no se utilizaran los datos
personales. Su nombre no sera desvelado fuera del centro de salud u hospital. El responsable del
registro de datos es FISABIO (Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y

Biomédica de la Comunitat Valenciana).

La informacion obtenida durante el estudio se utilizard con el Unico propoésito de
realizar esta investigacion, y no para otras finalidades. Esta informacion se tratara de forma
confidencial, de acuerdo con las exigencias legales sobre el tratamiento de datos de carécter
personal (Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de “Proteccion de Datos de Caracter
Personal”). Usted tendra derecho a solicitar y obtener gratuitamente la informacion de sus datos,
rectificarlos o cancelarlos, tal y como se contempla en dicha ley. Sus documentos médicos
podrian ser revisados por personas dependientes de las Autoridades Sanitarias, miembros de los
comités éticos independientes y otras personas designadas por la ley para comprobar que el
estudio se esta llevado a cabo correctamente, pero siempre manteniendo la confidencialidad de

los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

Estos resultados se publicaran en revistas médicas manteniendo en todo momento la

confidencialidad de todos los pacientes participantes.

Version 2, fecha 2 de mayo de 2018
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ESTUDIO DEL
PACIENTE POR ESCRITO

TITULO DEL PROYECTO: “Capacidad antioxidante y antiangiogénica del polifenol
natural pterostilbeno: estudio preliminar en pacientes con retinopatia diabética (PTER-
RD)”

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. M2 Carmen Desco

Yo (hombre y apellidos del paciente)

Yo (nombre y apellidos del representante legal/familiar del paciente)

- He leido la hoja de informacién y se me ha entregado una copia de la informacién y una copia
de este Consentimiento Informado, fechado y firmado.

- Se me han explicado las caracteristicas, el objetivo del estudio y la ampliacion de las dos
visitas, sin tomar suplemento nutricional o placebo durante los Gltimos 6 meses de seguimiento.
- Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas y todas fueron respondidas
satisfactoriamente.

- Sé que se mantendréa la confidencialidad de mis datos.

- El consentimiento lo otorgo de manera voluntaria y sé que soy libre de retirarme del estudio en
cualquier momento, por cualquier razén y sin que tenga ningin efecto sobre mi tratamiento

médico futuro.

Fecha: Firma del paciente, representante legal o familiar:

Hago constar que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio a la persona cuyo
nombre aparece escrito mas arriba. Esta persona otorga su consentimiento por medio de su

firma fechada en este documento.
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Anexos 4§ DEVALENCIA

Fecha: Firma del Investigador:

Revocacion del consentimiento

Revoco el consentimiento prestado en fecha de de
En Valencia a de de
Fdo: el médico Fdo: el/la paciente, representante legal o familiar

Version 2, fecha 2 de mayo de 2018
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