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Abstract

Purpose: We sought to determine if specific genetic single nucleotide poly-
morphisms influence vascular endothelial growth factor inhibition response to
ranibizumab in neovascular AMD.

Methods: A total of 403 Caucasian patients diagnosed with exudative AMD
were included. After a three-injection loading phase, a pro re nata regimen was
followed. Nine SNP from 6 different genes (CFH, CIFB, ARMS2, SERPINF1,
VEGFR1, VEGF) were genotyped. Non-genetic risk factors, (age, gender,
smoking habit, and hypertension) were also assessed. Patients were classified
as Good or Poor responders according to functional (visual acuity), anatomical
(foveal thickness measured by OCT), and fluid criteria (fluid/no fluid mea-
sured by OC'T).

Results: Hypertension was the environmental factor with the strongest Poor
response association with ranibizumab in the anatomical measure after the
loading phase (p=0,0004; OR 3,7; 95% CI, 2,4-5,8) and after 12 months of
treatment (p=10-5; OR 2,3; 95% CI, 1,5-3,4). The genetic variants rs12614
(CFB), rs699947 (VEGFA) and rs7993418 (VEGFRI) predisposed patients to a
Good response while rs12603486 and rs1136287 (SERPINFI) were associated
with a Poor response. The protective genotype of rs800292 variant (CFH) was
also associated with a poor anatomical response (p 0,0048).

Conclusions: All these data suggest that genetics play an important role in
treatment response in AMD patients.
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Resumen

Objetivo: Se busco determinar si polimorfismos genéticos especificos influyen
en la respuesta de inhibicién del factor de crecimiento endotelial vascular lleva-
da a cabo por el ranibizumab en la DMAE neovascular.

Meétodos: Se incluyeron un total de 403 pacientes caucasicos diagnosticados
con DMAE exudativa. Después de una fase de carga de tres inyecciones, se si-
gui6 un régimen de pro 7e nata. Se genotiparon nueve SNP de seis genes diferen-
tes (CFH, CFB, ARMS?2, SERPINFI, VEGFRI, VEGF). También se evaluaron
factores de riesgo no genéticos (edad, género, habito de fumar e hipertension).
Los pacientes fueron clasificados como buenos o malos respondedores segiin
su respuesta funcional (agudeza visual), anatomica (espesor de la févea medida
por OCT), y la respuesta del fluido (fluido intrarretiniano y/o subretiniano/sin
fluido, medido por OCT).

Resultados: La hipertension fue el factor ambiental con mayor asociacion
con una pobre respuesta al ranibizumab en la medida anatémica después de
la fase de carga (p = 0,0004; OR 3,7; IC del 95%: 2,4-5,8) y después de 12
meses de tratamiento (p = 5, OR 2,3, IC del 95 %, 1,5 - 3,4). Las variantes ge-
néticas rs12614 (CFB), rs699947 (VEGFA) y rs7993418 (VEGER]) predisponen
a los pacientes a una buena respuesta mientras que rs12603486 y rs1136287
(SERPINFI) se asocian con una respuesta pobre. El genotipo protector de la
variante rs800292 (CFH) también se asoci6é con una respuesta anatomica defi-
ciente (p 0,0048).

Conclusiones: Todos estos datos sugieren que la genética juega un papel
importante en la respuesta al tratamiento en pacientes con DMAE.
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Justificacion
de la tesis

La DMAE es la principal causa de baja visiéon y ceguera legal entre la poblacion
adulta de paises desarrollados. Es una enfermedad con una alta prevalencia
en nuestro medio, que produce un importante impacto social y econémico.
El envejecimiento de la poblacién trae consigo un aumento de esta patologia,
propia de personas de edad avanzada.

Los pacientes con DMAE padecen un descenso de habilidades funcionales y
calidad de vida, lo que resulta en un aumento en la utilizacién de los recursos
sanitarios. Al contrario de lo que ocurre con otras patologias oculares ligadas
al envejecimiento como las cataratas que son solucionables con las terapias ac-
tuales, el prondstico visual para los pacientes con DMAE, aunque ha mejorado
notablemente en los Gltimos afios, no es tan esperanzador y la pérdida grave de
visién central puede ser rapida.

En los primeros afios del 2000 el estudio genético de la DMAE se llevé a cabo
por medio de estudios de ligamiento y asociacion para identificar regiones ge-
némicas que mostrasen susceptibilidad a la enfermedad. Este campo ha sido
muy prolifico, habiéndose identificado multiples polimorfismos genéticos (SNP)
asociados a la DMAE (CFH, CIB, (3, CFHR 1-3, ARMS?...). Siguiendo esta
linea, diversos estudios han intentado valorar la asociacién de algunos SNP
(unos de genes asociados a la DMAE y otros relacionados con la respuesta a los
antiVEGY), con la respuesta al tratamiento con ranibizumab y bevacizumab.
Los resultados han sido en algunos casos contradictorios.

El conocimiento previo de la influencia genética sobre la DMAE vy su interac-
ci6én con los factores individuales que rodean a cada individuo seria importante
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porque permitiria: a corto plazo, el diseno de programas de seguimiento mas
estrecho para pacientes con genética de riesgo con el fin de satisfacer mas pre-
cozmente la necesidad de retratamiento, a medio plazo, la individualizacion
del tratamiento (con nuevas terapias antiangiogénicas) segun el perfil genético
del paciente y sus caracteristicas clinicas y ambientales, para evitar gastos inne-
cesarios, efectos adversos indeseados y el desgaste psicologico de los pacientes

con DMAE.

El proposito de esta tesis doctoral ha sido aumentar el conocimiento de la in-
fluencia de la genética, valorando los SNP rs1061170, rs800292, rs10490924,
rs1136287, rs12603486, rs7993418, rs3025000, rs699947 y rs12614, de los
genes CFH, CIB, ARMS2, SERPINFI1, VEGFRI and VEGE y de algunos fac-
tores ambientales como la hipertension arterial, el tabaquismo y la edad, en
la respuesta al tratamiento con ranibizumab en los pacientes con DMAE
neovascular.
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Introduccidn
Degeneracion macular
asociada a la edad

Definicién y clasificaciéon

La macula fue inicialmente descrita a finales del siglo XVIII por el italiano
Francesco Buzzi en Milan. Otros investigadores de la época como Fragonard,
Soemmering, Michaelis, Miller y Tratuferi, fueron aclarando su localizacion
y funcion. Sin embargo, fue el espanol Santiago Ramoén y Cajal, en 1894,
quien establecid la relacion entre los fotorreceptores y las diferentes células
que conforman la retina.! La mécula es reconocida como la zona de la retina
especializada en la agudeza visual de alta resolucion y, por tanto, de vital im-
portancia para el mantenimiento de la funcion visual. Debido a este motivo,
cualquier patologia que afecte a la macula tendra una gran morbilidad y una
gran trascendencia en la calidad de vida del paciente.

La degeneraciéon macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad cro-
nica y progresiva de la macula que aparece principalmente en personas ma-
yores de 50 afos. Fue descrita en 1885 por el oftalmoélogo suizo Otto Haab.?
Fue €l el primero en comunicar la existencia de unos cambios atroficos y
pigmentarios en la regién macular que causaban un deterioro en la visién cen-
tral en pacientes mayores de 50 anos. Posteriormente, Gass ayud6 enorme-
mente a comprender la patologia aclarando que las drusas, la atrofia geografica
y la neovascularizacion, son diferentes espectros de una misma enfermedad.
Ha tenido una gran cantidad de denominaciones a lo largo de la historia,
como degeneracion macular senil, degeneraciéon coroidea macular senil,
degeneracién macular disciforme senil, degeneracién de Kuhnt-Junius, dru-
sas familiares, drusas dominantes, coroiditis guttata central de Hutchin-

29



Introduccién

son-Tays, coroiditis en panal de abeja de Doyne y coroiditis superficial de
Holthouse-Batten.?

No solo la terminologia ha sido confusa y ha ido variando a lo largo de los
anos, también el sistema de clasificaciéon de la patologia. Han sido varias las
clasificaciones llevadas a cabo para unificar criterios y terminologia. Una de
las principales, utilizada durante décadas, es la Escala Wisconsin de Degene-
racion Macular asociada a la edad.* Sin embargo, este sistema de clasificacion
basado en las caracteristicas y tamafio de las drusas, cambios pigmentarios,
atrofia y neovascularizacion es de complejo manejo, por lo que otros sistemas
de clasificacion han tratado de simplificarla. Una de las mas relevantes es la
Clasificacion Internacional de la Maculopatia asociada a la edad y la Degene-
racién macular asociada a la edad (tabla 1).° Este grupo de trabajo estableci6
una clasificacién de las drusas, los cambios pigmentarios, la atrofia geografi-
ca y la neovascularizaciéon, basada en la presencia o no de estas alteraciones,
su localizacion y su tamano.

Tabla 1. Sistema de Clasificacién Internacional

Presencia de drusas blandas (considera drusa blanda a las
drusas mayores de 63 pm) o confluentes, drusas con limites
bien o poco definidos, cualquier tipo de drusa blanda que asocie
despigmentacién o hiperpigmentacién del EPR.

DMAE incipiente

Puede ser de 2 tipos:
DMAE avanzada 1) DMAE atréfica
2) DMAE neovascular

Debe existir una zona bien definida mayor de 175 pm de didmetro
con una aparente ausencia del EPR y en la que los vasos coroideos
son mas visibles que en las dreas colindantes

DMAE atréfica
(seca)

Desprendimiento del EPR y cualquier otro signo de maculopatia
asociada a la edad; membrana neovascular coroidea subretiniana o
subepitelial, cicatriz, tejido glial, o depdsitos de fibrina dentro de la
retina o subretinianos, hemorragia subretiniana y exudados duros
no relacionados con otra patologia retiniana.

DMAE neovascular
(himeda)

Mas recientemente, en el anio 2013, fue publicado un nuevo sistema de cla-
sificacion mas simple que los anteriores, y que tiene en cuenta el riesgo de
progresion de la enfermedad. Se llevé a cabo a través de un panel de expertos
utilizando el proceso Delphi (tabla 2).°
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Degeneracién macular asociada a la edad

Tabla 2. Tabla resumen de la nueva clasificacién de DMAE®

Clasificacién de la DMAE Definicion

Sin cambios aparentes de la edad  Sin drusas, sin cambios pigmentarios

Cambios normales para la edad Sélo drupas (drusas pequefias < 63 pm ) pero
sin cambios pigmentarios

DMAE precoz Drusas medianas (> 63 umy < 125 pm) y sin cam-
bios pigmentarios

DMAE intermedia Drusas grandes >125 pm y/o cambios
pigmentarios

DMAE avanzada Atrofia geografica y/o DMAE neovascular

Basandonos en esta clasificaciéon podemos decir que la DMAE es un estado
avanzado de maculopatia asociada a la edad o de los cambios normales que
podria haber segtin la edad (figura 1A). El envejecimiento se asocia a una dismi-
nucién en el nimero de fotorreceptores en la retina externa del area macular,
una disminucién también de los granulos de melanina del epitelio pigmentario
de la retina (EPR) y una formacién de granulos de lipofuscina. Pueden haber
también depositos laminares basales entre el EPR y la membrana de Bruch,
ademas de cambios involutivos en la coriocapilar y una disminucion en el flujo
sanguineo de la coroides. Algunas pequenas drusas pueden observarse también
en pacientes sanos de edad avanzada. Las drusas son depositos de material
extracelular, principalmente proteinas insolubles y lipidos, que se forman pro-
gresivamente entre el EPR y la membrana de Bruch.”®

Esta enfermedad se caracteriza por la aparicién de alteraciones degenerativas
progresivas en la retina del area macular. El sello distintivo de la DMAE es

Figura 1. A: retinografia de fondo de ojo con drupas dispersas en el drea macular.
B: retinografia de fondo de ojo con drusas blandas, algunas de ellas confluentes.
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Introduccién

Figura 2. Anatomia de la retina normal (arriba) y la formacién de drusas blandas en la fase inicial
de la DMAE (abajo). C: coroides. MB: membrana de Bruch. EPR: epitelio pigmentario de la retina.
FR: segmento externo de los fotorreceptores. CNE: capa nuclear externa. F: foveola. CFN: capa de

fibras nerviosas. NO: nervio 6ptico.
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Degeneracién macular asociada a la edad

Figura 3. DMAE con neovascularizacién coroidea (arriba), mostrando la invasién de neovasos
(NVC) por, exudacién lipidica (EL) y hemorragias subretinianas (HSR). Abajo se representa la atro-
fia geografica o DMAE seca, con degeneracién del EPR y adelgazamiento retiniano.
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Introduccién

la presencia de drusas en la macula (figura 2), que se pueden clasificar anato-
mopatologicamente como:

¢+ Drusas duras: depésitos globulares de material hialinizado que se encuen-
tran entre la membrana basal del EPR y la zona colagena interna de la
membrana de Bruch. El epitelio pigmentario que esta sobre la drusa dege-
nera produciendo una zona de hipopigmentacién.

« Drusas blandas: suelen ser de mayor tamano, de color amarillo palido o
blanco grisaceo, con un contenido vesicular y granular rico en lipidos.
Tienen tendencia a confluir en forma de desprendimientos del EPR druse-
noides o serosos de gran tamano. Este tipo de drusas tienen un alto riesgo de
desarrollo de neovascularizacién coroidea (NVC), dado que estimulan a los
macroéfagos en la coroides y coinciden con zonas de adelgazamiento de la
membrana de Bruch, produciendo una activacion de los capilares coroideos
adyacentes. Algunas caracteristicas de las drusas blandas que se asocian con
el desarrollo de NVC son: el nimero de drusas (cinco o mas), el tamafio
(mayores de 64 pm) y la confluencia de las mismas (figura 1B).

En su forma avanzada, la DMAE se diferencia en dos grupos:

o DMALE neovascular o forma hitmeda, caracterizada por la aparicién anémala
de vasos sanguineos inmaduros que crecen hacia la retina externa desde
la coroides subyacente a través de desgarros en la membrana de Bruch,
creando una membrana neovascular coroidea (figura 3) que se aprecia en
la oftalmoscopia como un area poco definida en la zona macular de color
verde-grisaceo (figura 4A). Las células endoteliales de estos nuevos ramille-
tes vasculares no poseen la funcién de barrera que tiene las células maduras,

Figura 4. A: hemorragia en regién macular en paciente con DMAE neovascular. B: cicatriz
disciforme en paciente con antecedente de neovascularizacién activa.
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Degeneracion macular asociada a la edad

Figura 5. A: autofluorescencia que muestra area hipoautofluorescente con halo hiperautofluores-
cente, que corresponde con zona de atrofia del EPR en paciente con DMAE atréfica. B: imagen
infrarrojo, que muestran una zona de atrofia geografica y drusas duras de gran tamafio.

por lo que extravasan su contenido hacia las capas neurosensoriales y hacia
el EPR. Ademas, estos vasos pueden sangrar, produciendo hemorragias sub
e intrarretinianas y, finalmente, formar areas de fibrosis subretiniana en la
region macular, a las que se las conoce como cicatriz disciforme? (figura 4B).
La cicatriz disciforme puede ir acompafiada de una hiperplasia del EPR y
de cambios degenerativos quisticos en la retina suprayacente con pérdida
de fotorreceptores. Estos cambios son los que justifican una sintomatologia
que se produce de forma stbita y dramatica, dando lugar a una bajada
brusca de visién, escotomas y metamorfopsias.

DMAE atrdfica o seca, caracterizada por areas dispersas o confluentes de de-
generacion de las células del EPR y de los fotorreceptores suprayacentes
de la retina que tienen su soporte trofico en el EPR™ (figuras 5A y 5B).
Clinicamente se observan areas bien definidas de despigmentaciéon del EPR
que permiten la visualizacién de la circulacion coroidea, junto con zonas de
hiperpigmentacion.” Las zonas de atrofia geografica pueden ir acompaiia-
das de drusas duras (figura 3).

La DMAE himeda constituye el 15 % del total de casos de DMAE avanzada.
A pesar de que la DMAE hiimeda es minoritaria en el conjunto de la DMAE

avanzada, supone una pérdida grave y brusca de la vision que da lugar a una

limitacién importante en la autonomia de los pacientes.
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Introduccion
Exploraciones
complementarias

El diagnéstico y seguimiento de los pacientes con DMAE estd intimamente
ligado a las exploraciones complementarias. Entre ellas, la tomografia de cohe-
rencia optica (OCT) es la prueba princeps en el abordaje de los pacientes con
esta patologia. Sin embargo, en un sentido mas amplio podriamos hablar de
técnicas de imagen multimodal, como la clave para realizar un correcto diag-
nostico y seguimiento posterior del tratamiento en los pacientes con DMAE.
De estas técnicas las mas relevantes son la angiografia fluoresceinica (AGT),
la angiografia con verde de indocianina, la OCT y la angio-OCT (AOCT).

3.2.1 Angiografia fluoresceinica y con verde de
indocianina

La angiografia fluoresceinica ha sido y sigue siendo el gold standard en el diag-
noéstico de las membranas neovasculares subretinianas asociadas a la DMAE.
Los vasos que conforman la membrana neovascular tienen una consistencia
histologica escasa, por lo que se produce una extravasacién de fluido desde
estos vasos anomalos al espacio sub e intrarretiniano. Este proceso origina
una difusion del contraste y da lugar a patrones de hiperfluorescencia e
hipofluorescencia en los diferentes tiempos de la prueba.

La AGF permite localizar la membrana neovascular —extrafoveal, yuxtafoveal
o subfoveal—, medir su tamafo y conocer la composicion de la misma: clasica,
predominantemente clasica, minimamente clasica u oculta.

La angiografia con verde de indocianina es tutil en casos de membranas
neovasculares ocultas. Muestra /ot spots en las zonas coroideas donde se localiza
la neovascularizacion.
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3.2.2 OCT

La OCT permite obtener imagenes de seccién transversal con una resolucién
semi-histologica. Es una herramienta fundamental en el diagndstico y mane-
jo de los pacientes con DMAE neovascular. Mediante esta técnica se puede
localizar la membrana neovascular, valorar su extensiéon y determinar si tie-
ne actividad. Ademas es de gran utilidad en el seguimiento de la respuesta al
tratamiento; por este motivo los criterios de retratamiento de los diferentes

protocolos existentes estan basados en gran medida en la informaciéon que
aporta la OCT.

En las fases iniciales de DMAE precoz e intermedia, permite detectar las dru-
sas, como engrosamientos y deformaciones del EPR que producen ondula-
ciones localizadas en la banda hiperreflectante que corresponde con el EPR.
Habitualmente las capas de la retina neurosensorial permanecen intactas.
En las fases de DMAE avanzada sigue siendo de vital importancia.
En la DMAE atroéfica se observa una disminucion del CFT y del volumen, con
un incremento de la reflectividad del EPR, resultado de la menor capacidad
del tejido retiniano atréfico para atenuar la luz. En la DMAE exudativa se
puede localizar la membrana neovascular, y lo que es mas importante, valorar
su grado de actividad, visualizando la presencia de fluido intra y subretiniano
(figura 6).

Figura 6. Imagen de OCT donde se observan signos de una membrana neovascular activa: des-
prendimiento del epitelio pigmentario de la retina y fluido intrarretiniano.

3.2.3 Angio-OCT

Esta nueva herramienta de imagen esta ganando terreno cada dia mas en la
patologia macular debido a que se trata de una prueba no invasiva, rapida y
facil de realizar. Mediante la AOCT podemos valorar el plexo capilar super-
ficial, el plexo capilar profundo, la retina externa y la coriocapilar (figura 7).



Exploraciones complementarias

Figura 7. Imagen de AOCT en paciente con DMAE neovascular activa. A: plexo capilar superficial.
B: plexo capilar profundo. C: coriocapilar. Se observa una formacién de neovasos en forma de
ovillo.

En los casos de DMAE intermedia es util para valorar si existe NVC asociada
a los desprendimientos del epitelio pigmentario de la retina de tipo drusenoide.
En la DMAE neovascular, para localizar y medir el complejo neovascular,
en especial en la NVCG de tipo 2. No sustituye la AGF sino que son comple-
mentarias. Tampoco sustituye a la OCT estructural, que hasta el momento es
mas util a la hora de tomar la decision de retratamiento y valorar la actividad.
Sin embargo, es cierto que a pesar de que esta nueva tecnologia ha mejorado
en los ultimos meses, siguen siendo frecuentes los artefactos, los cuales se deben
conocer y distinguir.
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Introduccion
Epidemiologia

La DMAE es actualmente la principal causa de baja vision y de ceguera legal
entre la poblacién adulta en los paises desarrollados.’**® Teniendo en cuenta
que las principales causas de baja vision en el mundo son las cataratas y los
errores refractivos no corregidos, causas ambas facilmente tratables con recur-
sos economicos, la DMAE cobrara en el futuro un papel ain mas importan-
te. El envejecimiento de la poblacion también traera consigo un aumento en
la prevalencia de esta enfermedad que es caracteristica de la poblaciéon de edad
avanzada. Segun previsiones de la OMS, en las proximas décadas esta enfer-
medad triplicara su prevalencia como consecuencia del incremento en la es-
peranza de vida. Se calcula que en el afio 2020 estaran afectados 196 millones
de personas y este nimero aumentara hasta 288 millones en el ano 2040.

Se ha realizado una gran cantidad de estudios epidemiologicos en DMAE
en los ultimos 30 afos. En un meta-analisis** basado en tres grandes estudios
epidemioldgicos de tres continentes en una poblacion de raza blanca mayor
de 45 afios, Beaver Dam Eye Study,” Rotterdam Study*® y Blue Montains Eye Study,"
con un total de 14.752 pacientes, se observé una prevalencia de DMAE de
1,63 % en cualquier grupo de edad, con un fuerte incremento en los diferentes
subgrupos por edades: un 0% en el subgrupo <55 anos, 0,21 % entre los 55-64
anos, 0,85 % entre los 60-74 afos, 4,59 % entre 75-84 aflos y hasta un 13% en
los pacientes de 85 afios o mas.

La incidencia esta también intimamente ligada a la edad, siendo la inci-
dencia acumulada durante 14 aflos en un estudio de poblacién blanca eu-
ropea de entre 60 y 80 afos, del 38 % para DMAE precoz y del 17% para
DMAE tardia.’®
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En Espafia, un estudio realizado en 2011 con pacientes mayores de 65 afios,
concluye que la prevalencia de DMAE temprana e intermedia (también lla-
mada previamente maculopatia asociada a la edad) es de 10,3 %, mientras que
la prevalencia de DMAE avanzada es de 3,4 %. Entre los diferentes grupos de
edad, se observa que los pacientes entre 65 y 74 afios tienen una prevalencia
de DMAE de 1,3% y los mayores de 75 afios, una prevalencia que alcanza
el 5,7% (tabla 3). Segun este trabajo, en Espafia habria aproximadamente
255.000 pacientes con DMAE neovascular o atrofica y 773.000 con DMAE
precoz o intermedia, con riesgo de desarrollar DMAE avanzada.

Tabla 3. Prevalencia DMAE en Espafia®®

Poblacién en 2011 47 millones
> 65 aiios 8 millones
Presentan alguna manifestacion clinica de DMAE 800.000
DMAE avanzada y ceguera legal 300.000
Riesgo alto de ceguera por DMAE (préximos 5 afios) 1,5 millones

Las diferencias raciales han sido descritas sobretodo comparando poblacién
blanca y poblacion negra. El Baltimore Eye Survey,?® realizado entre 1985 y
1988, muestra como la prevalencia de drusas pequeias (<125 pm) es simi-
lar en ambas poblaciones, sin embargo, las drusas de mayor tamano son mas
prevalentes en las personas de raza blanca mayores de 70 anos. La DMAE
avanzada es de 9 a 10 veces mas prevalente en poblacion blanca segin este
estudio. Los resultados fueron ajustados por edad, sexo, hipertension, habito
tabaquico e indice de masa corporal, para evitar posibles factores de confusion.
Otro trabajo mas reciente publicado en 2008% llega también a conclusiones
similares: las personas de raza blanca tienen con mas probabilidad drusas
de tamafio mediano y grande, alteraciones del EPR focales en el area macular
y DMAE avanzada.

La evolucién natural de la enfermedad es hacia la progresion a formas mas
avanzadas y, por tanto, hacia un empeoramiento de la sintomatologia del pa-
ciente. Las tasas de desarrollo de formas de DMAE avanzadas aumentan con
la severidad de las alteraciones maculares presentes al inicio. Por tanto, pre-
sentan de menos a mas riesgo de progresion la ausencia de drusas, la presencia
de drusas duras pequenas, las drusas medianas en un ojo, drusas medianas
en ambos ojos, drusas grandes en un ojo, drusas grandes bilaterales y drusas
grandes en un ojo con DMAE avanzada en el otro 0jo.”? En la mayor parte de
estudios que valoran la incidencia de DMALE concluyen que las mayores areas
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de cualquier tipo de drusas asociadas a cambios pigmentarios se asocian a un

mayor riesgo de evolucion a neovascularizacion y atrofia geografica.?>

Otro punto importante a la hora de hablar de DMAE, es que en muchas oca-
siones se trata de una enfermedad bilateral y, por tanto, sus consecuencias son
aun mas dramaticas. Varios estudios poblacionales han analizado el riesgo de
afectacion del segundo ojo en pacientes con DMAE avanzada en un primer
ojo, y se cuantifica que esta alrededor del 40-50% en los 5 primeros afos %
y hasta de 100% en 10 anos. El riesgo de que el segundo ojo se afecte por la
enfermedad esta asociado a la presencia y el grado de formas incipientes de
DMAE. Ademas, el tipo de DMAE del primer ojo esta fuertemente asociado
al tipo de DMAE del segundo ojo (con un 89 % de concordancia entre ojos).”
Un interesante trabajo publicado recientemente concluye que un volumen de
drusas mayor de 0,3 mm?enlos ojos adelfos en pacientes con DMAE neovascular,
se asocia a cuatro veces mas riesgo de desarrollar neovascularizacion en el se-
gundo 0jo.”

Por otra parte, no existe una dicotomia excluyente entre la atrofia geografica
y la DMAE exudativa y ambas formas de la enfermedad pueden desarrollar-
se en el mismo ojo. Pacientes afectos de DMALE atréfica pueden desarrollar
una membrana neovascular en el seguimiento. De modo similar, uno de los
hallazgos observados con frecuencia en los pacientes con DMAE exudativa,
es el desarrollo de atrofia del EPR y de la coriocapilar en la zona de la lesion
neovascular, ya sea debido a la propia evolucién natural de la enfermedad o
bien al tratamiento con antiVEGF intravitreo.?® Esta materia estd muy pre-
sente en una gran cantidad de estudios actualmente. Estos dos fenotipos de la

Figura 8. Imagen de autofluorescencia (A) y OCT (B) de paciente con DMAE neovascular que ha
sido tratado con ranibizumab intravitreo. Se observa un area de atrofia del epitelio pigmentario
de la retina en el drea macular.
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enfermedad comparten factores de riesgo (edad, tabaquismo, alteraciones ge-
néticas) y por tanto pueden coexistir y solaparse. También parece cada vez mas
evidente que los tratamiento antiVEGF empleados en la DMAE neovascular
se relacionan con la aparicion y la progresion de la atrofia en el area macular
(figura 8). La relaciéon causa-efecto no ha sido probada aun, pero una gran
cantidad de estudios, tanto retrospectivos como prospectivos, han senalado esta
relaciéon como probable. Sin embargo, este sigue siendo atin un tema contro-
vertido, dado que otros trabajos no demuestran tal relacion. Recientemente se
publicéd un trabajo que compara la aparicion o la tasa de crecimiento de la atro-
fia geografica en pacientes con DMAE neovascular tratados con ranibizumab
mensual, pacientes en tratamiento con ranibizumab en pauta «reat and extend»
y pacientes que no recibieron tratamiento con ranibizumab. Estos investiga-
dores no obtuvieron una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a
la aparicion o tasa de crecimiento de la atrofia macular en estos tres grupos
de pacientes.”
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Calidad de vida

La DMALE es una enfermedad con elevados costes econémicos para los siste-
mas sanitarios, pero también produce importantes costes fisicos y psicologicos
en los pacientes que la padecen.

La calidad de vida es una medida subjetiva influenciada por diferentes factores
como las expectativas, las relaciones personales, la rutina, la salud y la disca-
pacidad. En los estudios clinicos de DMAE que valoran la calidad de vida de
los pacientes, se suelen utilizar cuestionarios, que permiten entender mejor
la relacion entre la fisiopatologia de la enfermedad con el estado funcional
del paciente.

La DMAE produce un impacto negativo en la vida de los enfermos, existiendo
una importante relacién entre DMALE y las caidas, la percepcion del ambien-
te, la movilidad, el reconocimiento de caras, el uso de ordenadores, cocinar,
realizar compras, limpiar, ver la television, leer, conducir y en algunos casos,
cuidarse a uno mismo * (figura 9).

La menor calidad de vida de los pacientes con DMAE esta relacionada con
mayor angustia, peor percepcion de su salud general y mayor dificultad en la
realizacion de sus actividades cotidianas. Asimismo, la DMAFE se asocia a una
mayor tasa de depresion en la poblacion adulta extrahospitalaria en compa-
raciéon con la poblacion adulta no afectada. Un interesante trabajo realizado
con pacientes con DMAE, distrofia de Fuchs y glaucoma, concluye que los
pacientes con cualquiera de estas tres enfermedades tenian mas probabilidades
de depresion que el grupo control.* En el grupo de DMAE, un 39 % presen-
taba sintomas de depresion, siendo la Odds Ratio (OR) ajustada por edad,
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Figura 9. Imagen donde se observa la diferencia en la visién entre una persona sana y una con
DMAE.

sexo, grupo étnico, nivel educativo, estado cognitivo, soporte social, opacidad
de cristalino y limitacién de la actividad diaria, de 4,19 (Intervalo de Confianza
—IC—de 95% 1,53-11,46). La pérdida de vision, sobretodo central, en pacien-
tes de edad avanzada comporta una limitacién de la movilidad, lo que agra-
va mas aun los sintomas depresivos. De las tres patologias ~-DMAL, distrofia
corneal de Fuchs y glaucoma— fue la primera la que mayor asociaciéon mostro
con la depresion.

Son varios los dominios afectados en la vida de las personas con DMAE: social,
emocional y fisico. El impacto emocional puede ser severo, aunque suele variar
en el transcurso de la enfermedad debido quizas a la adaptacion. Los pacientes
con DMAE pueden pasar a ser dependientes en sus actividades diarias, con la
repercusion que tiene también para sus familiares y cuidadores.
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Etiopatogenia

La fisiopatologia de la DMAE no es del todo conocida en la actualidad.
El conocimiento de los mecanismos moleculares de una enfermedad facilita
el traslado de ese conocimiento hacia un escenario clinico para poder adoptar
medidas preventivas o tratamientos.

Estd aceptado que el EPR es el ntcleo de la patogénesis de la DMAL.
La disfuncién y la degeneracion de las células del EPR son los eventos criticos
en la fisiopatologia de la DMAE. Cada célula pigmentaria absorbe restos de
fotorreceptores degenerados y material procedente de otras células pigmen-
tarias. Esta carga aumenta cuando lo hacen la degeneracion de los tejidos,
produciéndose alteraciones metabolicas en las propias células del EPR que
conllevan al acimulo de lipofuscina, que son granulos compuestos por lipidos
y proteinas procedentes de este exceso de fagocitosis de los segmentos externos
de los fotorreceptores.

Por otro lado, este proceso de acimulo de lipofuscina estd modulado por la
exposicion y absorcion de luz del espectro visible y ultravioleta y por los niveles
altos de oxigeno de la retina (la retina posee la tasa mas alta de consumo de
oxigeno por unidad de peso). Estos dos factores favorecen el estrés oxidativo y
la formacion de radicales libres que pueden dafar los fotorreceptores.

Ademas de las alteraciones producidas a nivel de los fotorreceptores y del EPR,
a nivel de la membrana de Bruch y la coroides también se producen cambios.
A nivel de la membrana de Bruch se produce un engrosamiento y un acimulo
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de residuos dentro de las capas colagenas y elasticas. A nivel de la capa coroi-
des, se observa una disminucioén del flujo sanguineo coroideo.

Estas alteraciones morfologicas se van produciendo a lo largo de la vida y
conducen finalmente a la formacion de depositos basales en la membrana de
Bruch que son de dos tipos*%:

« Depositos basales laminares, formados por colageno y proteinas que se en-
cuentran entre la membrana plasmatica y la membrana basal del EPR.

+ Depositos basales lineales, que son residuos membranosos situados entre
la membrana basal del EPR y la zona coldgena interna de la membrana
de Bruch.

A pesar de la importancia en la evolucion de la DMAE de estos depositos difu-
sos observados histolégicamente, son dificiles de estudiar clinicamente, por lo
que es de mas utilidad para el diagnoéstico y pronostico el estudio clinico de las
drusas. Las drusas son depositos amarillentos de material extracelular situados
por debajo del EPR y son la evolucion de los depositos laminares y lineales
basales.

Otro mecanismo implicado en la fisiopatologia de la DMAE neovascular es la
activaciéon del sistema inmune ¢ inflamacion local. La activacion del sistema
del complemento juega aqui un importante rol. Aparte de inducir la secrecion
de factores pro-angiogénicos como el VEGIE los factores del complemento ac-
tivados C3a y Cba son potentes agentes quimiotacticos y reclutan leucocitos y
macro6fagos.’ El andlisis inmunohistoquimico de las drusas revela la presencia
de numerosas moléculas asociadas al sistema inmune como componentes de
la cascada del complemento (en especial del factor H del complemento) y de
complejos de ataque membrana.®®* Un estudio publicado en 2017, utilizando
un modelo murido de DMAE, ha demostrado que deficiencias en CFH pro-
tegen de la inflamacién subretiniana acelerando su resoluciéon, mientras que
algunas variantes del CFH como el H402, favorecen la inflamacién mediante
el acimulo de macrofagos y la activacion del CD47.%

Estos procesos de inflamacion y activacion del sistema inmune condicionan un
desequilibrio entre factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos que pueden

conducir a la formacién de una neovascularizacién coroidea, lesiéon distintiva
de la DMAE neovascular.
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Factores de riesgo

La DMAE es una enfermedad multifactorial influenciada por la edad, la ge-
nética y factores ambientales como el tabaquismo, obesidad, hipertension y las

enfermedades cardiovasculares.>>3°

3.6.1 Factores de riesgo sociodemograficos

Edad

La edad es el factor de riesgo mas importante que se relaciona con la DMAE.
Todos los estudios demuestran que la prevalencia, incidencia y progresion de
todas las formas de DMAE aumentan conforme lo hace la edad.”’

En el Beaver Dam Eye Study encontraron una incidencia acumulada en 15 afios
de 14% para DMAE precoz y 3% para DMALE avanzada en el grupo de po-
blacién de 43 a 86 anos. Esta incidencia aumentaba progresivamente en los
diferentes grupos de edad, pasando de un 7% de DMAE temprana y un 0,4 %
de DMAE avanzada en el grupo de edad de 43 a 54 afios, hasta llegar a 24 %
de DMAE temprana y 8% de DMAE avanzada en los pacientes mayores de
75 afios al inicio.”?

La prevalencia esta también fuertemente asociada con la edad en cualquier
forma de DMAE con un dramatico aumento de la tasa de drusas grandes, atro-
fia geografica y neovascularizacién tanto en hombres como mujeres mayores
de 80 afios.*® Asimismo, la progresién de la DMAE estd asociada con la edad y
también con la severidad de las lesiones iniciales.
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Sexo

La asociacion de la DMAE con el género femenino ha sido a lo largo de la
historia un tema controvertido. Las diferencias segtin el sexo en incidencia y
prevalencia de DMAE son un hallazgo inconsistente en la mayoria de estudios
poblacionales.’***! La mayor prevalencia de DMAE entre las mujeres en algu-
nos estudios podria deberse tnicamente al hecho de que la esperanza de vida
es mayor entre las mujeres. Sin embargo, pueden existir verdaderas diferencias
en cuanto al sexo por lo que posiblemente estudios futuros aborden este tema
y amplien los hallazgos reportados hasta el momento.

Del mismo modo se han llevado a cabo estudios para averiguar si existe una
relacion entre los niveles de estrogenos y la DMAE. En el estudio The Visual
Impairment Project (VIP)** se abord6 la cuestion de la relacién entre estrogenos
y DMAE. Se observé una relaciéon entre DMAE temprana y avanzada con
la menopausia precoz (<40 anos OR: 1,73; IC 95% 1,15-2,60). Otros tra-
bajos relacionan la menopausia precoz por ooforectomia quirGrgica con
la DMAE.*”* Del mismo modo también se considera un factor protector de
DMAE un periodo prolongado entre menarquia y menopausia.** Todos los
datos aportados por estos estudios sugieren que los estrogenos endogenos
actuarian como un factor protector, de igual modo que ocurre con la arte-
riosclerosis y las patologias cardiovasculares, pero esta hipdtesis requiere
mas investigacion.

Raza

Tal y como ha sido mencionado en el apartado de epidemiologia, existen cla-
ras diferencias raciales en cuanto al riesgo de padecer drusas, DMAE precoz
y DMAE avanzada. Estas diferencias raciales respaldan la existencia de un
importante componente genético en esta enfermedad.

Un meta-analisis publicado en 2010 por Kawasaki y colaboradores* que ana-
liza la prevalencia de DMAE entre asiaticos, concluye que la prevalencia de
DMAE avanzada es similar a la de la poblacion blanca, con una ligera menor
prevalencia de DMAE precoz entre los asiaticos. Ademas se observa una ma-
yor prevalencia de DMAE tardia en el grupo de hombres asiaticos comparado
con las mujeres asiaticas y con los hombres de raza blanca. Esta diferencia
se atribuye a dos factores: mayor tasa de fumadores entre los hombres asiati-
cos comparado con las mujeres y la predominancia por el sexo masculino de
la vasculopatia polipoidea, mucho mas frecuente en la raza asiatica que en
la raza blanca.
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Tanto las personas de raza negra como las de origen hispano presentan con
frecuencia drusas y cambios maculares asociados a la edad y DMAE tempra-
na, pero tienen un menor riesgo de progresion hacia formas de DMAE avan-
zada.”***® En un estudio poblacional desarrollado en Barbados se realizaron
retinografias a mas de 3.000 personas de raza negra de entre 40 y 84 anos.
Se observaron frecuentemente signos de DMAE precoz, pero con una
prevalencia inferior a la observada en otros estudios predominantemente de
raza blanca. Se detectaron pocos casos de DMAE exudativa (1 caso cada 200
participantes), una prevalencia también inferior a la detectada en otros estu-
dios con participantes de raza blanca.*®

La explicacién parece ser que las personas con una mayor cantidad de melani-
na en piel y ojos, presenta también mas melanina a nivel retiniano y coroideo,
siendo esto un factor protector del estrés oxidativo y la formacion de radicales
libres, culpables del dafio a nivel de los fotorreceptores.

3.6.2 Factores de riesgo oculares

Hipermetropia

La relacion de una baja longitud axial y la hipermetropia con la DMAE ha
sido estudiada en multiples ocasiones. Los resultados han sido variados, mos-
trando un mayor riesgo de DMAE los ojos con hipermetropia, menor riesgo los

0jos miopes 0 no mostrando ninguna asociacion.*>?

Uno de los mecanismos postulados sobre por qué la hipermetropia se relaciona
con la DMAE es que los ojos con baja longitud axial presentan una mayor
rigidez escleral lo que comporta un aumento en la resistencia vascular coroidea
y una alteracién en la funcién del epitelio pigmentario de la retina.>

Coloracién del iris

Los iris de color claro han sido relacionados también con un mayor riesgo de
desarrollar DMAE y también con su progresion.** Este dato irfa en concordan-
cia con el hecho de que esta enfermedad sea mas prevalente entre la poblacion
de raza blanca que en las razas mas pigmentadas. De nuevo los resultados de
los estudios no han sido concluyentes y muchos trabajos no demuestran que
exista tal asociacion.”

Las personas con iris claros y con piel clara, presentan también menor canti-
dad de melanina a nivel retiniano y coroideo. Se ha propuesto que la melani-
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na coroidea tendria un efecto protector sobre el EPR, los fotorreceptores y la
membrana de Bruch, quizas mediante un efecto antioxidante, protegiendo a la
retina de los radicales libres generados por la foto-oxidacion o por la capacidad
de absorber los rayos de luz que danarian la retina.

Cataratas y cirugia de cataratas

Las cataratas y la DMAE comparten uno de sus principales factores de
riesgo que es la edad. En varios estudios epidemiologicos se ha buscado la
asoclacion entre ambas patologias y también con la cirugia de catara-
tas. En algunos obtuvieron una asociacion entre la esclerosis nuclear del
cristalino con la DMAE precoz y las drusas, pero no con la DMAE avanzada,
y un riesgo tres veces mayor para los pacientes operados de cirugia de catara-
tas.*? Los investigadores postulan que los cristalinos afectos de catarata pueden
bloquear la luz ultravioleta perjudicial, efecto que se perderia al extraer el cris-
talino e implantar una lente intraocular. Sin embargo, esta explicacién iria en
contra de que la presencia de cataratas sea un factor de riesgo de DMAE, sino
que seria mas bien un factor protector. Por otro lado, algunos investigadores
consideran que los cambios inflamatorios ocurridos tras la cirugia, podrian
favorecer la progresion de una DMAE temprana a una DMAE avanzada.

En uno de los informes de AREDS> publicado en 2009 con casi 5.000 pa-
cientes seguidos durante cinco afios, no se observa un aumento clinica ni
estadisticamente significativo del riesgo de progresion de la DMAE después de
cirugia de cataratas.

Actualmente, las cataratas y la cirugia de cataratas no se consideran factores
de riesgo para el desarrollo de DMAE precoz ni tardia, pero probablemente en
el futuro nuevos estudios epidemioldgicos puedan dar mas luz a esta relacion.

4.6.3 Factores relacionados con el estilo de vida

Tabaquismo

El habito tabaquico es, después de la edad, el factor de riesgo mas importante
para el desarrollo tanto de DMAE exudativa como de DMAE atroéfica.

En un meta-analisis basado en 18 estudios prospectivos y transversales y seis
estudios de casos y controles, con mas de 113.000 pacientes con 17.000 casos
de DMAE tardia, se observa un incremento significativo del riesgo de DMAE
comparando fumadores actuales con no fumadores. La OR para los estudios
de casos y controles fue de 1,78 (1C95 % 1,52-2,09) y para los estudios transver-
sales de 3,58 (IC95 % 2,68-4,79).
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El tabaco reduce la concentracién de betacaroteno plasmatico®’ y de luteina
y zeaxantina en la retina, moléculas con una gran capacidad antioxidante.
Esto se traduce en una reducciéon del pigmento macular.”® El tabaco reduce
el flujo vascular de la coroides, promueve la isquemia, la hipoxia y los micro-
infartos, factores que pueden aumentar la susceptibilidad de la macula a cam-
bios degenerativos. Los pacientes fumadores tienen hasta cuatro veces mas
riesgo de padecer DMAE neovascular que los no fumadores.”

Los mecanismos por los que el tabaco puede ser un factor de riesgo para la
DMAE son los efectos adversos de éste sobre el metabolismo de los lipidos,
aumentando los niveles de las lipoproteinas de alta densidad (HDL), aumen-
tando también el fibrinégeno y la agregacién plaquetaria y aumentando
el estrés oxidativo.”

Se ha establecido que el riesgo es dosis dependiente ®® y también reversible,*
una vez finaliza el habito tabaquico. Los exfumadores tienen mayor riesgo de
desarrollar DMAE que los que nunca han fumado, pero menos que los fuma-
dores activos. Ha sido descrito un efecto protector segiin el tiempo que se ha
dejado de fumar OR: 0,50 (IC 95 % 0,29-0,89) por afio de no fumar.®*

Combinando los resultados de estudios de tres continentes: Beaver Dam Eye
Study, Blue Mountains Eye Study y Rotterdam Study, se observa una aparicién mas
temprana de la DMAE en aquellos que fumaban, ademas de casi tres veces
mas riesgo de desarrollar tanto atrofia geogréafica como neovascularizacion.®

En el estudio VIP (The Visual impairment Project),** realizado en Australia, se con-
cluye que hasta un 14 % de los casos de DMAE son secundarios al tabaquismo,
y uno de sus colaboradores extrapola que actualmente el 20% de los casos de
ceguera de ese pais pueden estar en relacion con el tabaco.®

Como conclusion se puede afirmar que el tabaquismo es un factor de riesgo
importante, independiente y evitable de todas las formas de DMAE. Por tanto,
seria recomendable evitar el tabaco como prevencion de esta patologia y sobre-
todo aconsejar a los pacientes con DMAE precoz que abandonaran el habito
tabaquico dado que el efecto negativo mejora con la suspension del mismo.

Antioxidantes, vitaminas y minerales

El papel de las vitaminas antioxidantes en la prevencién de la DMAE y en
la disminucién de la progresiéon de la misma, ha sido y sigue siendo tema de
continuo debate. Los antioxidantes podrian prevenir el dafio oxidativo en la
retina reduciendo el estrés oxidativo y la inflamacién. Ambos procesos parecen
participar en la fisiopatologia de la DMAE.
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El estudio AREDS concluy6 que la administracion de complementos vitami-
nicos a base de vitamina C, vitamina E, betacaroteno, zinc y cobre, a altas
dosis (por encima de lo recomendado en Europa como dosis diaria) reduce el
riesgo de desarrollar DMAE avanzada en los sujetos que presentaban signos in-
termedios de DMAE en al menos un 0jo.** Sin embargo, se observé un aumen-
to de la incidencia de cancer de pulmoén entre los fumadores que consumieron
betacarotenos comparado con los que no lo hicieron.

Posteriormente, el estudio AREDS2,® trajo mas controversia poniendo en evi-
dencia que la luteina y la zeaxantina estaban en la linea de mejora de la reduc-
ci6on del riesgo y progresion de la DMAE pero sin embargo los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga omega-3 (acido docosahexaenoico [DHA] y
acido eicosapentaenoico [EPA]) no lo estaban. La procedencia de estos acidos
grasos (la forma natural o sintética) es la que esta generando el debate de la
validez de estos resultados.

Dado que estos compuestos los encontramos ampliamente en nuestra dieta,
otros estudios han tratado de evaluar si una dieta mediterranea tradicional ba-
sada en un alto consumo de frutas y verduras, consumo moderado de pescado
y vino, bajo consumo de lacteos y carne, y consumo de acidos grasos monoin-
saturados como principal fuente de grasas, podrian disminuir el riesgo de pro-
gresion a DMAE avanzada.®® Los resultados reflejan que una alta adherencia
a la dieta mediterranea estaba asociada a un 26 % de reduccion del riesgo
de progresion a DMAE avanzada. Este estudio también evalu6 la interaccion
entre la dieta y las variantes genéticas en el riesgo de DMALE, viéndose que la
reduccién del riesgo de progresion de DMALE era mayor en los portadores del
alelo protector (T) en el polimorfismo del gen CIFFH Y402H.

Como conclusién podemos decir que una dieta rica en alimentos antioxidantes
y el consumo de suplementos vitaminicos y antioxidantes se asocia con una
alta probabilidad de freno de la patogénesis y la progresion de la DMAE.
Por tanto, la recomendacién a los pacientes es la de un cambio de habitos
hacia una dieta mas saludable y los aportes complementarios de antioxidantes.
De la misma forma que con otros posibles factores de riesgo, nuevos estudios
aclararan en qué circunstancias y a qué sujetos les pueden beneficiar mas estas
recomendaciones.

Consumo de alcohol

La relaciéon entre el consumo de alcohol y la DMAE ha sido estudiada en di-
ferentes ocasiones. Los datos que se han obtenido hasta la fecha hacen pensar
que el consumo excesivo de alcohol no tiene un gran efecto sobre el desarrollo
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de esta patologia, y que en algunos estudios se ha observado una asociacion
producida por el efecto de confusion del tabaquismo.

En los daltimos afios ha sido ampliamente estudiada la asociacién entre un con-
sumo moderado de vino y la proteccién ante enfermedades relacionadas con
el envejecimiento, entre ellas la DMAE. El vino contiene sustancias antioxi-
dantes como el resveratrol, que podrian tener un papel reduciendo la foto-oxi-
dacién y la formacion de radicales libres implicados en la etiopatogenia de la
enfermedad.®’

Obesidad

La obesidad y la actividad fisica son factores de riesgo modificables que pueden
alterar la incidencia y la progresiéon de la DMAE en un individuo. La relacion
entre un elevado indice de masa corporal y la DMAE ha sido demostrada en
una gran cantidad de estudios epidemioldgicos y meta-andlisis *° y es también
un factor en el cual se puede incidir para evitar la progresién a formas mas
avanzadas en aquellos pacientes con formas iniciales.

Exposicién a la luz solar

La bibliografia existente sobre la relacién entre la exposicion solar y la DMAE
es contradictoria. Evaluar y analizar la exposicion solar de cada individuo es
una tarea compleja y en muchas ocasiones muy dificil de cuantificar y estanda-
rizar. Los diferentes estudios poblacionales llevados a cabo en diferentes paises,
con diferente grado de insolacién abordan resultados discordantes. En el Beaver
Dam Eye Study desarrollado en EEUU el tiempo que la persona pasaba al aire
libre en verano se asoci6 a un riesgo doble de DMAE avanzada. En otros estu-
dios no se demuestra tal asociacion.®®

3.6.4 Factores relacionados con el sistema
cardiovascular

Hay diferentes aspectos de las enfermedades cardiovasculares que han sido
estudiados. En primer lugar, el papel de la hipertension arterial (HTA) como
factor de riesgo de DMALE, en segundo lugar la DMALE en las personas que
padecen patologia cardio y cerebro vascular y en tercer lugar, indicadores de
enfermedad cardiovascular como la arteriosclerosis. Los resultados de los dife-
rentes estudios epidemiolégicos y de casos y controles son, de nuevo, como en
otros posibles factores de riesgo de la DMAE, contradictorios.
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La HTA produce una disminucién del flujo vascular coroideo, mecanismo
que podria favorecer el dano degenerativo en la capa coroides y la retina.
Ya en 1977 analizando los datos del Framingham Eye Study reporté una asocia-
cién entre DMAE e HTA.®° Posteriormente otros estudios llegan a conclusio-

70-72 73,74

nes similares °7* y otros no encuentran tal asociacion.

En el estudio epidemiolégico de Los Angeles Latino Eye Study*® se observa que la
presion de pulso o diferencia entre la presion sistolica y la diastélica, se asocia
a una mayor incidencia de cualquier tipo de DMAE (OR 2,54; IC95 % 1,36-
4,76), como un factor independiente de la HTA. El mecanismo que puede
subyacer a tal relacion parece ser los cambios que se producen con la edad en el
colageno y la elastina, que disminuye la distensibilidad de los vasos sanguineos.
Parece que una mayor presion de pulso podria ser un marcador de los cambios
degenerativos que ocurren a nivel de la membrana de Bruch en los ojos con
mavyor riesgo de incidencia o de progresion de la DMAE.

Algunos estudios no encuentran significativa la asociacion entre DMAE y en-
fermedades cardiovasculares o hipertension arterial, pero si con firmacos como
los inhibidores de la angiotensina o los hipolipemiantes.** Segtin los resultados
de un meta-analisis publicado sobre los factores de riesgo en DMAE no existe
asoclacion estadisticamente significativa entre hipertension, diabetes, historia
de enfermedad cardiovascular e historia de enfermedad cerebrovascular, ob-
servandose Unicamente asociaciones estadisticamente significativas con HTA
y enfermedad cardiovascular en estudios més pequefios de casos y controles.*

En una revisién reciente sobre la epidemiologia de la DMAE en relacién con
los factores de riesgo cardiovascular se resumen algunas caracteristicas comu-
nes entre las drusas, sello distintivo de la DMAE, y las placas de arterioscle-
rosis, punto de partida de la patologia cardiovascular en muchas ocasiones.”
Hay estudios que han investigado la génesis de las drusas y han ilustrado
una gran cantidad de puntos comunes con las placas de arteriosclerosis.
Segin diferentes trabajos recogidos en este meta-analisis, las caracteristicas
representativas comunes en drusas y placas de arteriosclerosis son: depositos
de lipidos, disfuncion endotelial, activacion del complemento, estrés oxidativo,
metaloproteinasas de la matriz extracelular, hiperhomocisteinemia, activacion
de macrofagos, disminucion del flujo vascular, aumento de la produccion del
VEGT y deposito de amiloide, colesterol, calcio y lipoproteinas. Sin embargo,
a pesar de que multiples estudios sugieren una asociacion significativa entre
ambos procesos, la relacion es ciertamente compleja y no se trata de una simple
relacion causa-efecto.
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3.6.5 Factores genéticos

La degeneraciéon macular asociada a la edad es una enfermedad compleja a
nivel genético en la que parecen intervenir varios genes o variantes genéticas
asi como algunas interacciones con factores ambientales, que actian desequi-
librando el sistema fotorreceptor-epitelio pigmentario retiniano-membrana de
Bruch y coriocapilar. Genes de diferentes vias estan implicados en el desarrollo
y progresiéon de la DMAE, incluidos genes asociados a la regulaciéon de los
lipidos y la matriz extracelular, relacionados con la reparacion de DNA, a la
respuesta inmune y la inflamacion. Esto hace que sea un factor de riesgo no
modificable de caracteristicas especiales y que necesite un apartado completo
para explicar toda su relaciéon con la DMAE.
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Genética y DMAE

3.7.1 Introduccién

La influencia genética en la DMAE ha sido caracterizada desde hace afos
por numerosos estudios genéticos con gemelos y de segregacion familiar.’®7®
Algunos estudios muestran como la herencia familiar tiene una contribucion
relativa en la etiologia de la DMAE que oscila en un rango del 46 al 71 % de

los casos.”

Estudios de mapeo genético descubrieron dos regiones cromosémicas dife-
renciadas con evidencias de alta susceptibilidad para el desarrollo de DMALE.
Estas regiones son el 1q31 y el 10g26.2° De estas regiones destacan los genes
factor H del complemento (CFH) y los LOC387715/HTRAI, que presentan
en sus secuencias polimorfismos (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) altamente
asociados con la enfermedad y que relacionan al sistema inmune innato con la
patogénesis de la DMAE. Los SNP son variaciones en la secuencia del DNA
que ocurren cuando un unico nucleétido se cambia por otro. Ocurren de for-
ma frecuente y se encuentran aproximadamente uno cada 1250 nucleétidos.
Las mutaciones son infrecuentes y afectan a una cifra inferior al 1% de la
poblacién ademas de derivar en una proteina defectuosa que de manera inva-
riable conduce a la aparicion de la enfermedad.®®

Existen también otros genes que regulan la actividad del complemento como
son el factor B (CFB), el Componente 2 del complemento (C2) y las deleciones
en los genes relacionados con el factor H (FHRI y FHR3), que parecen modifi-
car la susceptibilidad de un individuo para desarrollar una DMAE.
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Los potenciales efectos de los avances en la genética de la DMAE son multiples
e incluyen un mejor conocimiento de su patogenia, la mejoria de las técnicas
diagnosticas, el potencial de la identificacion preclinica de los pacientes y la
aparicion de nuevas estrategias de prevencion y tratamiento

3.7.2 Estudios de ligamiento y asociaciéon en
DMAE

En los primeros afios del 2000 el estudio genético de la DMAE se llevé a cabo
por medio de estudios de ligamiento y asociacién para identificar regiones ge-
némicas que mostrasen susceptibilidad a la enfermedad. Estos estudios se rea-
lizaron por medio del reconocimiento de marcadores genéticos que se segregan
junto con la enfermedad a lo largo diferentes individuos de familias afectadas.
A su vez, los estudios de asociacion sirvieron para identificar los alelos de riesgo
de los marcadores genéticos que son causantes de la enfermedad o que estan
en desequilibrio de ligamiento con los verdaderos alelos causantes. Los marca-
dores genéticos mas frecuentemente encontrados fueron los SNP. &

3.7.3 Sistema del complemento y DMAE

En el afio 2005, en la revista Science, aparecieron los primeros informes de una
asoclacion entre una variante genética en la via del complemento y la DMAE,
cuando tres grupos de investigadores independientes, Klein, Edwards y Haines

84-87 vincularon al polimorfismo rs1061170 situado en el exén

(y colaboradores)
9 (nucleodtido 1227) de este gen y que conlleva el cambio Tyr402His como el
principal SNP de la DMAE. Desde entonces el concepto de la genética como
factor de riesgo pasé a tener un gran peso, cambiando los esquemas de la for-
ma de estudiar las causas que provocan la DMAE. A partir de ese momento,
este hallazgo ha sido confirmado por numerosos estudios en diferentes pobla-

ciones®®?

y se ha determinado su asociacion con las dos formas avanzadas de
la enfermedad (neovascularizacion coroidea, NVC, y atrofia geografica, AG)
asi como con las formas iniciales.”*”” Este SNP puede estar relacionado con
el 58,9% de los casos en poblacion occidental (no asi en poblacion japonesa
donde no se halla relacion entre Y402H y DMAE %) y se estima que la mitad
de los homocigotos para este SNP tendran DMAE a los 85 anos, frente al 22 %
de los no portadores. EIl CFH es un regulador del sistema del complemento ¢
inhibe su activacion por la via alternativa, regulando también la via coman
por medio de su union al complejo G3b como cofactor en la proteodlisis por el
factor I. Esta inhibicién previene la produccién de C3 convertasa en la cas-
cada de la via alternativa, al igual que la produccién de la C5 convertasa de

la via comun (figura 10). En este sentido, Hageman y colaboradores mues-
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Figura 10. Diagrama que muestra la activacién de las vias del complemento y las proteinas regu-
ladoras del complemento. Los lugares de accién de estas proteinas reguladoras estan sefialados
rojo (H). Modificado de Bora et al.1*2
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CFH FHR3 FHRI1 FHR4 FHR2 FHRS5

— -y  — - -Ep—

Figura 11. Distribucién de genes en la regién 1q32, donde destaca el gen del factor H del comple-
mento (CFH) y sus genes relacionados (FHRI-5).

tran, por medio de inmunohistoquimica, como el CFH junto con el complejo
C3b/i1C3b estan presentes en las drusas, sugiriendo la importancia del sistema
del complemento en la formacién de las mismas®. En la poblacion espaiiola la
frecuencia de este polimorfismo también se encuentra elevada en los pacientes
con DMAE.?*% Un meta-analisis indica que poseer un alelo de riesgo multi-
plica la posibilidad de padecer DMAE por 2,5 mientras que los homocigotos
de riesgo tienen hasta seis veces mas posibilidades que la poblacion control.**

La region cromosémica que incluye al gen CFH esta compuesta por numerosos
genes relacionados con el sistema del complemento (Factor H related genes, FHR,
figura 11) y que presentan secuencias de alta homologia con el CFH, intervi-
niendo también en los procesos de inhibicion del complemento por competi-
tividad con el CFH en la unién a C3b. Cabe destacar que, aunque el Y402H
haya sido clasificado como el principal SNP asociado con la DMAE, hay mul-
tiples estudios que muestran la existencia de mas alteraciones genéticas, tanto
en el gen CFH como en otros genes del complemento, susceptibles de jugar un
papel importante en el desarrollo de la DMAE (figura 12).

Polimorfismo 162V del CFH

Dentro del CFH existen otros polimorfismos que se asocian con la DMAE,
presentando un claro perfil protector en poblacién caucasica como es el SNP
rs800292, que conlleva el cambio isoleucina por valina (I62V). Un estudio de

casos y controles realizado en poblacion espafiola '

comprob6 la relacion en-
tre el SNP 162V y su asociaciéon con el riesgo de padecer DMALE. Los resultados
mostraban que los individuos que portan el alelo de proteccion A, presentaban
una asociacion de 2,3 veces (IG 95 % 0,2-0,7) menor frente a la DMAE que los

homocigotos para el alelo G.

Genes Relacionados con el Factor H del Complemento
(FHR1-5)

Dos de estos genes, FIIRI y FHR3, presentan un patrén de delecion que se ha
relacionado como un factor de proteccion frente a la DMAE.'%% La apa-
ricién de estas alteraciones relacionadas con el CFH asi como la relacion del

62



Genética y DMAE

14 16 18 20 22
1 23 45 6 7 89 10 1112 13115 171 19121123

CFH

DMAE

-332CT  ¢.184G/A ¢.1204T/C c2016/VG IVS15  ¢.2808G/T ACFH
Promotor V62l Y402H Q6720 543G/A  E936D R1-3

. . OR
Frecuencia ~ Frecuencia (95%Cl) Valor P

H1 © G © A G G N 0,23 0,44 2,60(1,640) 22x10°
H2 C A T A A G N 0,21 0,10 0,50(0,3-0,9) 0,02
H3 T G T G G T N 0,19 0,22 - NS
H4a C G T A A G A 0,16 0,05 0,26(0,10,5  1,7x10™*
H4b T G T A A G A 0,05 0,03 - NS
H5 T G C A G G N 0,02 0,04 - NS
H6 C G T A G G N 0,04 0,03 - NS
H7 T G T A G G N 0 0,02 - NS
H8 C A T G G T N 0,01 0,01 - NS
H9 T G T G G G N 0,02 0,01 - NS

Figura 12. Estructura interna del gen CFH (exones en cuadrados rojos) y localizacién de los
diferentes polimorfismos a estudio. ACFHRI-R3 muestra la delecién de los genes FHRI-3.
La tabla muestra los diferentes haplotipos encontrados y la frecuencia en controles y DMAE (da-
tos no publicados).

complemento con otras enfermedades hereditarias como la glomerulonefritis
proliferativa y el sindrome urémico hemolitico atipico ha conllevado el ini-
cio de estudios haplotipicos en los diferentes grupos de investigacion®*°¢.
Un haplotipo se define como una sucesion especifica de variaciones en el DNA
que se encuentran tan cerca unas de otras que raramente se recombinan y
por tanto se heredan de manera conjunta.’’” Los resultados obtenidos en la
poblacién espafiola muestran la existencia de un haplotipo de riesgo y de dos
haplotipos asociados a proteccion donde se incluye la delecion de FHR1y R3
(figura 11).1%¢

Factor B (CFB) y Componente 2 del Complemento (C2) en
la DMAE

Algunos estudios recientes han demostrado que la asociaciéon del sistema del
complemento con la DMAE no se debe en exclusiva al CFH. Asi Gold y co-
laboradores han descrito la asociacion de otros dos genes que codifican pro-
teinas regulatorias que actdan en la misma via que el CFH.'® Estos genes son
el Factor B del complemento (CFB) y el componente 2 del complemento (C2),
localizados en el cromosoma 6p, muy cercanos a la regiéon del complejo mayor
de histocompatibilidad clase III. El CFB actia para estabilizar C3bBb y por
tanto activa la via alternativa, mientras que el factor 2 es un activador de la
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Controles DMAE

C26T>A ¢94C>T c95G>A  Frecuencia F’e;‘;e“' OR(95%Cl)  ValorP
Bl T C G 0,69 0,80 1,93 (1,2-3,1) 0,008
B2 T T G 0,13 0,14 — NS
B3 T C A 0,13 0,05 0,33 (0,1-0,7) 0,008
B4 T C G 0,04 0,01 — NS

T

g8 &3
.
Bl | C G G | = Arginina — Riesgo
B2 | T G G | = Triptofano
B3 | C A G | = Glutamina - Protectivo
B4 C G G

Figura 13. Frecuencias de los haplotipos encontrados en el factor B en la poblacién espafiola. El
cuadro inferior muestra la diferente combinacién de aminoécidos que forman los SNP c.94C>T'y
¢.95G>A en la proteina del factor B y el riesgo que se le atribuye a cada uno (datos no publicados).

via clasica. Los cambios producidos en la actividad enzimatica de estos factores
pueden dar lugar a una activaciéon mal controlada del sistema del complemen-
to, con un dafio a nivel del EPR y con la consiguiente formacién de drusas.°
Los estudios de haplotipos de estos genes muestran un haplotipo de riesgo (OR
1,32) y dos protectores (0,36 y 0,45 respectivamente). Estos dos genes se ex-
presan en retina y ademas se ha encontrado CFB en las drusas y membrana
de Bruch de pacientes con DMAE."™ En poblacion espanola se han hallado
haplotipos de riesgo y proteccion asociados con el gen CFB (figura 13).

Factor I del complemento (CFI) y Componente 3 del
complemento (C3)

Otros genes relacionados con el sistema del complemento que presentan
una fuerte asociaciéon con la DMAE son CI7y C3. En CFI se han confirma-
do varios SNP con fuerte asociacién protectora como son rs100339001T>C y
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rs2285714C>T"" mientras que en el gen C3 varios estudios muestran una
fuerte asociacion del alelo de riesgo del polimorfismo R102G (rs2230199).13-1
Estos andlisis refuerzan la gran asociacion del sistema del complemento en el
desarrollo de la degeneracion macular asociada a la edad.

Mutacién R1210C del gen CFH

La mutaciéon R1210C habia sido descrita inicialmente al sindrome hemolitico
urémico atipico ™ pero posteriores estudios la han vinculado también con el
desarrollo de DMAE." Estudios de familias espanolas con sindrome urémico
hemolitico atipico y DMALE confirmaron que esta mutacién esta relacionada
con ambas enfermedades, pero que dependiendo del patron de polimorfis-
mos que presente en los genes del complemento (CFH, CFB, (2, (5, FHR...)
la persona afectada con la mutacion tendrda maés posibilidades de padecer
una, otra o ambas patologias.®

Cabe destacar también la gran heterogeneidad fenotipica y genotipica que se
ha encontrado en la DMAE en las diferentes etnias estudiadas. Asi, estudios de
frecuencias en el alelo C de riesgo del Y402H han mostrado gran diversidad
de frecuencias entre las cinco etnias estudiadas indicando la complejidad ge-
nética de esta enfermedad y la necesidad de investigar otros factores genéticos
desconocidos que podrian ser de importancia en el desarrollo de la DMAE.**

3.7.4 LOC387715/HTRA1 y DMAE

En paralelo al descubrimiento de los genes relacionados con la DMAE en la
region 1q32 se realizaron estudios en la regiéon cromosémica 10g26 mostrando
al gen LOC387715 como el segundo gen con mayor asociacion a la DMAE,
con total independencia del CFH. Ademas, el gen LOC387715 parece asociar-
se Unicamente con las formas mas avanzadas de la enfermedad, tanto con la
forma neovascular como con la atréfica’?. En concreto, este estudio mostraba
al SNP A69S (rs10490924) como el principal polimorfismo de esta region y al
que se le atribuy6 un riesgo relativo de 7,6 veces para homocigosis del alelo
de riesgo (T'T) respecto del protector (GG). El gen LOC387715 era un gran
desconocido, ignorandose incluso si se expresaba en forma de proteina y la fun-
ci6n que podria ejercer en la etiologia de la DMAE. Esto conllevo que varios
grupos continuaran buscando genes relacionados con la DMAE en esta region
cromosomica en la que destacan tres genes que se encuentran en el mismo blo-
que de desequilibrio de ligamiento, los genes PLERHA 1, ARMS2 (LOC387715)
y HTRAI (figura 14).

De esta forma se determiné el SNP -625G>A (rs11200638), localizado en el
promotor del gen HTRAI y que se encuentra a tan solo 6096 pares de base
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del A69S, en completo desequilibrio de ligamiento.”'* El gen HTRAI co-
difica para una serinproteasa que se expresa en retina y que se activa por el
estrés oxidativo interactuando con otras proteinas para el recambio de matriz
extracelular. Dewang y colaboradores plantearon la hipotesis de que esta pro-
teina sea la causante de la formacion de la NVC por medio de una sobre-expre-
sion de HTRAI causada por el SNP de riesgo (AA) que actuaria destruyendo
un silenciador de la expresion (islote CpG) al cual se unirian los factores de
transcripcién AP2a y SRF.*** Sin embargo, estudios recientes han desmentido
que este SNP esté causando sobre-expresion de HTRAI, demostrando ademas
que la proteina resultante del gen ARMS2/L0C387715 se encuentra en la
membrana interna de las mitocondrias y que de esta forma el SNP AG9S, el
de mayor asociaciéon con las formas avanzadas de la DMALE, puede ser deter-
minante en la funcién de esta proteina en las mitocondrias de la retina.'” Este
polimorfismo también se ha asociado con un mayor riesgo de DMAE avan-
zada en la poblacion espafiola pero no con las formas precoces'® (figura 14).

ARMS2 HTRA1
> >

. ” —
144

R38X A69S Ins/Del -625G>A

rs2736911  rs10490924 rs11200638

C(R) G(A) WT G Referencia
C(R) T(S) del443ins54 A Hap. Riesgo
T(X) G(A) WT G Hap. Neutro

Figura 14. Distribucién de los genes PLEKHA1, ARMS2(LOC387715) y HTRAI en la regién
cromosdmica 10g26. La tabla inferior muestras los alelos de riesgo de los diferentes SNP estu-
diados en estos genes.**

3.7.5 Otros genes y la DMAE

La complejidad de la DMAE ha hecho que se investiguen también otros genes
y vias de senalizacion. Estas vias pueden parecer de menor importancia en el
desarrollo de la enfermedad porque la asociacién encontrada es menor que
con la via del complemento, pero sin embargo pueden llegar a ser importantes
en determinadas formas de la enfermedad o en respuesta a diferentes trata-
mientos. Un ejemplo de ello es la via del metabolismo de los lipidos, donde
se han analizado los genes LIPC (localizado en el cromosoma 15) y CETP
(en el cromosoma 16g21). Ambos estan implicados en la ruta de la High Density
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Lipoproten (HDL), catalizan la hidrolisis de fosfolipidos y regulan en el intercam-
bio de lipidos entre lipoproteinas. Varios estudios han demostrado que HDL es
la principal lipoproteina en el transporte de los carotenos como la luteina y la
zeaxantina y que la falta de estos pigmentos maculares esta muy asociada con
la DMAE. 124126

La homeostasis de la matriz extracelular se ha analizado mediante el estudio
del SNP rs9621532 (situado en el cromosoma 22), a unas 100 kb por encima
del gen TIMP3, situado dentro del intron del gen de la sinapsina III (SYN3).
La proteina TIMP3 es un inhibidor de metaloproteinasa (MMP) de la matriz
extracelular y de VEGF (un mediador en la angiogénesis). Este mismo gen
también se ha visto alterado en la distrofia de Sorsby, una forma temprana de
degeneracion macular que aparece antes de los 40 afios y que comparte carac-
teristicas clinicas con DMAE. 241/

Por otro lado, el SNP rs1999930, situado entre los genes COLI0A4 y FRK (cro-
mosoma 6) también se ha relacionado con efectos negativos en la estimulacion
de la supervivencia microvascular de la retina en desarrollo, mediando en la
senalizacién VEGFa por la via de Akt, por lo que es otro polimorfismo a tener
en cuenta en el desarrollo de alguna variedad de la DMAE.**#

3.7.6 Consideraciones practicas

En la DMAE ningtn polimorfismo por si mismo es causa directa de la pato-
logia. De hecho, un buen nimero de individuos con alguno de los alelos de
riesgo nunca desarrollara la enfermedad. Ademas existen pacientes que aca-
ban padeciendo la enfermedad y que no poseen los polimorfismos de riesgo de
DMAE. Esto puede ser debido a factores genéticos todavia no conocidos o al
mayor peso de los factores ambientales en su caso concreto. Algunos factores
de riesgo modificables como el tabaco y la dieta actian de manera indepen-
diente de algunos de los factores genéticos como los CFH."%*%13% Pero a la vez
es posible que interaccionen con otros factores genéticos como el LOC387715,
aunque a este respecto hay cierta controversia por los diferentes resultados
encontrados.”

De todas formas, es sorprendente que en una enfermedad tan compleja como
la DMAE las variaciones genéticas involucradas no sean tan numerosas como
en un principio se podia esperar. Hasta la fecha el estudio de dos genes, el CFH
y el LOC387715, junto con otros genes relacionados al sistema inmune como
€2, €3, C5, CFB y CFI representan la mayor parte del riesgo atribuible a la
DMAE desde el punto de vista genético (figura 15). Esto permite valorar la po-
sibilidad de identificar a los individuos con mayor riesgo de desarrollar DMAE,
de tal manera que se puedan emplear terapias preventivas de una manera mas
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Lipidos, NVC, MEC...| Complemento

e

L

X 7 X 250

Figura 15. Representacién grafica de los principales genes relacionados con la DMAE.
Es conocido el riesgo de padecer DMAE puede llegar a 250 veces al presentar todos los ale-
los de riesgo de los genes del complemento y ARMS2/HTRAL frente a no presentar ninguno.
Se desconoce el riesgo asociado a los alelos de riesgo del resto de genes asociados. NVC:
neovascularizacién coroidea, MEC: matriz extracelular.

coste-efectiva que en la actualidad. Actualmente se trabaja en modelos de ries-
go basados en la combinacién de varios de los genes implicados. Asi por e¢jem-
plo, Maller y colaboradores han elaborado un modelo de riesgo con el CI'H,
el factor B y el LOC387715, en el que las personas con homocigosidad para
los alelos de riesgo en los tres genes (un 1% de la poblacién) multiplican hasta
por 250 su riesgo frente a la poblacién de menos riesgo.” Posiblemente la mejor
manera de utilizar estos datos sea la identificacion de personas de alto riesgo
entre familiares de pacientes con DMAE, especialmente si ya han empezado
a desarrollar caracteristicas precoces de la enfermedad como son las drusas.
Por otro lado, la valoracion del riesgo genético de desarrollo o progresion de
DMAE podria ser de utilidad a la hora de recomendar medidas preventivas
como los suplementos vitaminicos basados en la formula AREDS.
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Tratamiento

El tratamiento de la DMAE neovascular consiste en la inhibicion, fundamen-
talmente, del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Esta molé-
cula fue identificada en los afios 80 y se dio a conocer que su sobreexpresion
inducia neovascularizacién y un aumento de la permeabilidad vascular.’*?
Desde los anos 90 el VEGF se asoci6 a diversas enfermedades oftalmologicas
como la DMAE, el edema macular diabético, las oclusiones venosas retinianas,
la miopia patologica y la retinopatia del prematuro. A partir de ese momento,
el VEGT se convirti6 en la principal diana terapéutica para el tratamiento de
estas patologias y se inici6 una nueva era en la farmacoterapia ocular.

3.8.1 Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin®, Genentech/Roche, San Francisco) es un anticuerpo
monoclonal humanizado completo (149 kDa) con dos sitios de uniéon al VE-
GI-A (figura 14). Este farmaco estaba aprobado por Food and Drugs Adminis-
tration (FDA) de los Estados Unidos en 2004 para su uso en cancer colorrectal
metastasico, observandose mejoras funcionales y anatémicas en pacientes que
padecian DMAE. Por ese motivo, se iniciaron los primeros estudios por parte
del grupo de Rosenfeld en el Bascom Palmer Eye Insitute de Miami, utilizando

este farmaco mediante infusién intravenosa inicialmente **>

y a nivel intravitreo
con posterioridad.* Estos primeros prometedores resultados inhibiendo el
VEGTF dieron lugar al desarrollo de otras moléculas con similares mecanismos
de accion como el pegaptanib, el ranibizumab vy el aflibercept. El bevacizumab

no ha tenido nunca su aprobacién para uso intraocular en el tratamiento
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de la DMAE, pero su uso se generaliz6 basandose en la evidencia cientifica
que aportaban los estudios como el ABC™, CATT?¢ TVAN* MANTA"®
y GEFAL™.

3.8.2 Ranibizumab

Ranibizumab (Lucentis®, Genentech, Inc, South San Francisco, CA, EE.UU./
Roche, Basilea, Suiza) es un fragmento de anticuerpo monoclonal humanizado
(Iab) con una masa molecular de 48 kDa, que tiene una alta afinidad por VEGF
y bloquea todas las isoformas de VEGF-A (figura 16). Ranibizumab es produ-
cido en células de Escherichia coli mediante tecnologia de ADN recombinante.
Su menor tamaflo, debido a la ausencia del fragmento cristalizable (I'c) le con-
fiere, en teoria, una mayor penetraciéon en la retina a expensas de una vida
media mas corta.'*’

Ranibizumab fue aprobado por la Food and Drugs Administration (FDA) de los
Estados Unidos para el tratamiento de la DMAE neovascular en 2006 y en
febrero de 2007 por la Agencia Espanola del Medicamento en Espana. Desde
los ensayos clinicos pivotales en fase III ANCHOR y MARINA, numerosos

Fab Ranibizumab
humanizado (Lucentis®)
Fab humanizado
Maduracion
por afinidad

R
Fc Construccién
de anticuerpo
humanizado

Anticuerpo \ .
anti-VEGF / Bavac!z:mab
de ratén (Avastin®)

Fab

150 kD Ac humanizado

completo
humanizado 149 kD

Figura 16. Diferencias entre la estructura molecular de bevacizumab y ranibizumab. Ranibizumab
es un fragmento de anticuerpo monoclonal humanizado (Fab) con una masa molecular de 48 kDa,
producido en células de Escherichia coli mediante tecnologia de ADN recombinante. Su menor
tamafio en comparacién con bevacizumab se debe a la ausencia del fragmento cristalizable (Fc).
Modificado de Kovach, 2012.14°
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VEGF
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Aflibercept 19G
(Eylea®)
VEGFR1 VEGFR2

Figura 17. Estructura molecular del aflibercept (modificado de www.eylea.com).

estudios como PIER, EXCITE, PrONTO, SUSTAIN, SAILOR y HORI-
ZON avalan la eficacia y la seguridad del ranibizumab en el tratamiento de la
DMAE neovascular.'*!

3.8.3 Aflibercept

Aflibercept (Eylea®, Regeneron Pharmaceuticals, Inc., Tarrytown, New York,
NY) es una proteina de fusion recombinante de 115 kDa, totalmente humani-
zada y soluble, compuesta por el segundo dominio de unién extracelular del

VEGFR-1 y el tercer dominio de union extracelular del VEGFR-2, fusionados
a la porcion Fe de la inmunoglobulina G (figura 17).

Aflibercept actiia como un falso receptor que se une a todas las isoformas del
VEGF-A con una afinidad mayor que sus receptores, formando un complejo
inerte y estable, evitando eficazmente la unién del VEGF-A a VEGFR-1 y
VEGFR-2 y su posterior activacion. Por otra parte, aflibercept se une con alta
afinidad al VEGF-B, asi como al PIGF (placental growth Factor).***

En noviembre del 2011 la FDA aprobo el uso de aflibercept para el tratamiento
de la DMAE neovascular. Los ensayos clinicos de fase III VIEW 1 y 2 de-
mostraron la eficacia de aflibercept para el tratamiento de la DMAE hiimeda,
comprobando ademas que los resultados en pacientes con un régimen de tra-
tamiento fijo bimensual no eran inferiores a los obtenidos con dosis mensuales
de ranibizumab.'*
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3.8.4 Conclusion

El tratamiento de la DMAE neovascular ha mejorado enormemente en la al-
tima década. A pesar de que hace mas de 20 afios la terapia fotodinamica
demostré ser efectiva en la reduccion de la pérdida visual, el desarrollo de la
terapia anti-VEGF ha revolucionado el tratamiento de esta enfermedad, con
unos alentadores resultados en cuanto a la prevenciéon de la pérdida visual
e incluso consiguiendo mejoras de la agudeza visual basal. Muchos pacien-
tes consiguen mantener su agudeza visual y un tercio consiguen mejorarla.
Sin embargo, un subgrupo de pacientes no solo no consigue mantener su vi-
si6n, sino que su pérdida visual prosigue a pesar del tratamiento. Hasta el mo-
mento no es posible predecir qué pacientes responderan al tratamiento aunque
se conocen variaciones genéticas que podrian dar respuesta a estas diferencias.
Conociendo el subgrupo de pacientes que presentaran una pobre respuesta
terapéutica se podria cambiar el abordaje de éstos, con una monitorizacion
mas frecuente, pautas de tratamiento proactivas o administrar, en un futuro,
otras dianas terapéuticas.
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Estudios de
farmacogeneética
en DMAE

Varios estudios han intentado determinar si los factores genéticos predispo-
nen a los pacientes con DMAE tardia a una respuesta deficiente a la terapia
anti-VEGE Sin embargo, los resultados hasta la fecha han sido ambiguos.
De hecho, en lugar de aclarar esta cuestion, la investigacion disponible parece
haber generado mas confusién, quizas debido a las diferencias metodologicas
y demograficas entre los diversos trabajos publicados. Estos estudios van desde
ensayos clinicos con criterios de inclusion y exclusion altamente restrictivos que
no reflejan las condiciones habituales de la practica clinica diaria a estudios cli-
nicos con tamanos de muestra pequenos que no evalan genes relacionados con

la respuesta antiVEGI.

Dado este contexto, se llevo a cabo el estudio retrospectivo actual, con un im-
portante tamafo muestral de pacientes de la practica clinica habitual, para
examinar nueve SNP de seis genes diferentes previamente asociados con la
DMAE, incluyendo genes de complemento y angiogénesis, asi como genes re-
lacionados con la respuesta anttVEGE.
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Hipotesis de trabajo

Existe una susceptibilidad genética que condiciona un aumento del ries-
go a padecer DMAE. Ademas, otros factores como la raza, el tabaquismo,
la obesidad, las enfermedades cardiovasculares, la hipertension arterial, la
radiacion solar y la presencia de drusas también condicionan el riesgo a pa-
decerla. Por otro lado, la respuesta clinica del paciente al tratamiento con
ranibizumab intravitreo también se encuentra en relacién con los factores antes
mencionados.

Por tanto, nuestra hipotesis nula es que los SNP rs1061170, rs800292,
rs10490924, rs1136287, rs12603486, rs7993418, rs3025000, rs699947 vy
rs12614, de los genes CFH, CFB, ARMS2, SERPINFI1, VEGFRI y VEGF estan
asociados a la diferente respuesta al tratamiento con ranibizumab de los pa-
cientes espanoles con DMAE neovascular.
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Objetivos

4.2.1 Objetivo principal

Evaluar de manera retrospectiva la influencia del genotipo mediante el estudio
de nueve SNP de seis genes diferentes (CFH, CFB, ARMSZ2, SERPINF1, VEG-
FRI, VEGF)y de variables clinicas como el sexo, la edad, el habito tabaquico
yla HTA, en el estudio en la respuesta al ranibizumab intravitreo en pacientes
afectos de DMAE exudativa.

4.2.2 Objetivos secundarios

o Evaluar la influencia relativa de cada una de las variables estudiadas en la
respuesta al ranibizumab en pacientes afectos de DMAE exudativa.

« LEstudiar si existen interacciones entre las variables que puedan influir en la
respuesta al ranibizumab en pacientes afectos de DMAE exudativa.
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Aspectos éticos

Las pruebas realizadas son las habituales en la practica clinica para los pacien-
tes con DMALE neovascular, exceptuando la extracciéon de saliva para el estudio
genético. Ninguna de ellas supone riesgo adicional para el paciente. Este estu-
dio se acoge a las recomendaciones de buena practica clinica y normativa legal
al respecto. El presente estudio ha sido aprobado por el comité de ética de cada
uno de los centros que participan.

El paciente no recibié ninguna compensacién econémica. Se trata de un estu-
dio retrospectivo, por lo que no hay posibilidad de interferencia con los habitos
de prescripcién del médico. El seguimiento del paciente es previo a la inclusién
de éste en el estudio y no se ha visto modificado por participar en €L

Con el fin de garantizar la confidencialidad de los datos; se han identifica-
do a los pacientes del estudio con un nimero, de forma correlativa segin el
orden de inclusiéon. Los cuadernos de recogida de datos (CRD), informes y
comunicaciones del estudio iran identificados con dicho nimero. Sélo tienen
acceso al material identificado necesario para alcanzar los objetivos del estu-
dio el promotor, el monitor, el investigador y su equipo de colaboradores, el
Comité Etico de Investigacion Clinica que tutela el estudio y las autoridades
sanitarias pertinentes. El contenido de los CRD asi como los documentos ge-
nerados durante el estudio son custodiados de usos no permitidos por personas
ajenas al estudio, y por tanto, son considerados estrictamente confidenciales y
no seran revelados a terceros excepto los especificados en el parrafo anterior.
El promotor y los investigadores del estudio garantizan la confidencialidad de
los datos de los sujetos y velan porque se cumpla en todo momento con lo
establecido en laley 15/1999, de proteccién de datos de caracter personal y el

RD 1720/2007.
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A pesar de que se trata de un estudio retrospectivo, se ha realizado la firma del
consentimiento informado de los pacientes incluidos previamente a la extrac-
ci6n de muestra de saliva para realizar el analisis de ADN. El tratamiento, la
comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ha ajustado a lo dispuesto en la Ley que regula la Investigacion
Biomédica (14/07) y a toda legislacion vigente sobre protecciéon de datos de
caracter personal (ley 15/1999, de proteccion de datos de caracter personal y
el RD 1720/2007). De acuerdo a lo que establece la legislacion, los pacientes
podran ejercer sus derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion
de datos, para lo cual deberan dirigirse a su médico del estudio. Ademas, ten-
dran derecho a solicitar en cualquier momento, y sin necesidad de especificar
el motivo, la eliminacién total de las muestras donadas y de la informacion
relacionada con las mismas que en ese momento estén almacenadas.

Las muestras biolégicas fueron enviadas con un cédigo numérico, que impedia
la identificacién directa, por el oftalmdlogo responsable de cada centro a Se-
cugen, donde fueron custodiadas hasta su analisis. De esta manera se asegura
la confidencialidad de los datos. El oftalmélogo responsable de cada centro ha
sido el encargado de custodiar el nexo entre c6digo y paciente hasta la fina-
lizacion del estudio. Por lo tanto, la identidad de los participantes no ha sido
revelada a persona ajena al centro. Sélo se transmitiran a terceros los datos
recogidos para el estudio que en ningin caso contendran informacion que le
pueda identificar directamente. En el caso de que se produzca esta cesion, sera
para fines de investigacién y garantizando la confidencialidad como minimo
con el nivel de proteccion de la legislacion vigente en nuestro pais. Se garantiza
la absoluta confidencialidad de los datos genéticos obtenidos del estudio y di-
chos resultados estaran a la disposicién del paciente si asi lo requiere.
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Diseno del estudio

Estudio post-autorizaciéon observacional retrospectivo. Se trata de un estu-
dio multicéntrico desarrollado en seis centros de atencién especializada en
oftalmologia miembros del Grupo Espafniol Multicéntrico de DMAE y la Red
Tematica de Investigacion Cooperativa en Salud (RD07/0062). Estos centros
son:

+ Hospital Universitario de Bellvitge

¢ Clinica Universidad de Navarra

« Hospital Clinico de Madrid

« Hospital Ramoén y Cajal

+ Complejo asistencial Universitario de Salamanca

« Hospital Universitario Santiago de Compostela

6.1.1 Tamano previsto de la muestra

Se realiz6 el calculo del tamano muestral para realizar un estudio que mostrara
las diferencias en la agudeza visual entre un buen respondedor y un pobre res-
pondedor al tratamiento con ranibizumab en pacientes con DMAE himeda.
Se pretendia detectar una diferencia en la agudeza visual mejor corregida entre
las medias de 5 letras (A = 5). Por un experimento previo sabemos que la dis-
persion de los datos ha sido de unas 22,5 letras (0 =22,5). Suponemos que no
tenemos ninguna informaciéon previa del resultado del experimento, de modo
que haremos un test a dos colas, es decir, contrastaremos HO: pl = p2 frente a
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H1: pl # p2. Si se trabaja con un nivel de significacién del 5% y una potencia
del 90 % tendremos mediante la siguiente formula:

(Za + Zp)* o*
A2

N=2

Y con el siguiente resultado en nuestro caso:
N=2(1,96+1,28)* X 22,5* / 5* = 425,15 = 425 pacientes.

Dado que se trata de un estudio retrospectivo, no se esperan pérdidas en el
seguimiento por lo que el tamafio muestral deberia ser de unos 400 pacientes.

6.1.2 Poblacidon de estudio

Pacientes con DMAE de tipo exudativo que presenten neovascularizacion
coroidea subfoveolar o yuxtafoveolar activa, que hayan sido tratados con
ranibizumab intravitreo siguiendo las guias clinicas publicadas por la Sociedad
Espanola de Retina y Vitreo (SERV): tres inyecciones mensuales en la fase de
carga, seguido de una pauta pro re nata, con visitas mensuales de seguimiento y
siguiendo los criterios de retratamiento definidos por la SERV.

Se incluyeron un total de 403 ojos de 403 pacientes de raza caucasica (230
mujeres y 173 hombres) diagnosticados de DMAE exudativa y que cumplian
todos los criterios de inclusiéon y ninguno de los criterios de exclusion. Los pa-
cientes fueron informados de las caracteristicas del estudio, leyeron y firmaron
el consentimiento informado y dieron permiso mediante la firma del consenti-
miento de proteccion de datos para la inclusion del cuestionario demografico
que rellenaron y la informacion relativa a su patologia oftalmologica en la base
de datos, de acuerdo con los principios éticos promulgados en la Declaracion
de Helsinki y el comité de ética de la Clinica Universidad de Navarra, y del
resto de centros participantes.

6.1.3 Criterios de inclusién

Pacientes con DMAE avanzada con neovascularizacion coroidea activa sub-
foveolar o yuxtafoveolar confirmada por AGIF y OCT en tratamiento con
ranibizumab, que no hayan sido tratados previamente con terapia fotodinamica
y que den su autorizaciéon para la inclusiéon de sus datos en una base de datos
(Data protection consent) y consentimiento informado por escrito.
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6.1.4 Criterios de exclusion

Individuos con edad menor de 55 afios.

Tratamiento previo con terapia fotodinamica

Tratamiento previo con otro anttVEGT diferente de ranibizumab
Miopia mayor de 6 dioptrias o longitud axial del globo ocular > 26 mm
Coroidosis midpica

Presencia de anomalias en el polo posterior que puedan originar una
neovascularizacion coroidea como:

- Estrias angioides.

- Coroidopatia polipoidea.

Coroidopatia serosa central.

Nevus en el area macular.

Cicatrices secundarias a toxoplasma.

- Cicatrices secundarias a fotocoagulacion laser en polo posterior.
Historia de cirugia vitreo-retiniana en el ojo de estudio

Maculopatia traccional y/o membrana epirretiniana en la OCT

Falta de integridad de la capsula posterior del cristalino en pseudofaquia.
Retinopatia diabética

Opacidad de medios que no permita valorar adecuadamente el fondo
de ojo.

Paciente con grandes posibilidades, a juicio del investigador, de no poder o
no querer seguir en el estudio.

6.1.5 Grupos de pacientes: criterios de
evaluaciéon de respuesta

Los pacientes fueron clasificados en dos grupos para un calculo binomial

—buenos respondedores (BR) o pobres respondedores (PR)— dependiendo de

la respuesta que tuvieran al tratamiento con ranibizumab basandonos en los

criterios de estudio: agudeza visual (AV) segtin el criterio funcional y reduccion

del grosor central foveal (CFT) o presencia o ausencia de fluido intrarretiniano

(FIR) y fluido subretiniano (F'SR), segn el criterio anatémico. El CIT se mide
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en la foveola (entre la superficie interna de la retina y el EPR, mediante OCT
al inicio, tras la dosis de carga y a los 12 meses de seguimiento.

+ Buenos respondedores (BR): Aquellos que presenten una mejora en la
AV = 5 letras medida con ETDRS, reducciéon del CFT' medido mediante
OCT (CFT menor que en la OCT previa. Si se mantenia estable o aumen-
tada, se consideraban no respondedores) ausencia de FIR y FSR en la OCT
tras la dosis de carga y tras 12 meses de seguimiento.

« Pobres respondedores (PR): aquellos que no cumplan los criterios de buenos
respondedores.

Los cambios en la agudeza visual fueron calculados como la diferencia que
existe entre la mejor agudeza visual corregida (MAVC) basal y la agudeza vi-
sual en cada visita del seguimiento. La agudeza visual se midi6 con el método
ETDRS y fueron convertidas a logMAR para el analisis estadistico.

6.1.6 Fuente de Informacién

La informacion clinica de los pacientes se documenta en base a las historias
clinicas y las imagenes en las bases de datos ya realizadas, en un contexto de
seguimiento habitual para esta patologia. Se trata de un estudio retrospectivo
ya que todos los pacientes recibieron el tratamiento antes de la inclusion en el
presente estudio. Por otro lado, este tipo de estudio, al haber tratado al paciente
en base a los hallazgos clinicos exclusivamente sin el conocimiento previo de la
genética del individuo, evita sesgos por parte de los investigadores.

Se recupera de cada paciente los datos de interés para el estudio, como son
(tabla 4):

« Edad

+ Sexo

+ Edad de inicio de DMAE

« Antecedentes de tabaquismo
« Antecedente de HTA

¢ Tipo de membrana neovascular (clasica, predominantemente clasica,
minimamente clasica u oculta) y diametro maximo del complejo neovascular

segun AGI
« Numero de inyecciones de ranibizumab a los 6 y a los 12 meses de estudio

« AV medida mediante ETDRS a 4 metros de distancia: basal, tras la dosis de
carga, a los 6 meses y a los 12 meses de estudio.
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« CFT vy presencia de FIR y/o ISR tras la dosis de carga, a los 6 meses y a los
12 meses de estudio, medido mediante SD-OCT.

Los criterios de retratamiento de los pacientes tras la dosis de carga de tres
inyecciones son persistencia o recurrencia de FIR, pérdida = 5 letras ETDRS
en la AV, hemorragia macular reciente y aumento del CIFT en 2100 pm.

Tabla 4. Hoja de Recogida de datos.

DATOS PACIENTE

CODIGO PACIENTE

SEXO

EDAD PACIENTE

ANO DIAGNOSTICO DMAE
HUMEDA

0JO AFECTADO

FACTORES RIESGO

TABAQUISMO FUMADOR CIGARROS/ EX FUMADOR
DIA
st [] No [] ANos [] |:|s1|:|N0|:| afos ]
HIPERTENSION
ARTERIAL SI |:| NO |:|
RESPUESTA NUMERO DE RANIBIZUMAB
BUENA MEDIA MALA om 12m TOTAL
AGUDEZA VISUAL
SNELLEN DECIMAL ETDRS
AV BASAL
AV TRAS 1°INYECCION
AV TRAS FASE CARGA
AV A LOS 6 MESES
AV A LOS 12 MESES
INT.CATARATA 0JO AFECTO SI [ NO FECHA |
AGF
TIPO DE LESION FECHA AGF
MB CLASICA
MB PREDOM CLASICA EXTENSION
MB MINIM CLASICA MEMBRANA(Micras)
MB OCULTA
MB: MEMBRANA
ocT
INICIAL 6 MESES 12 MESES
LIQUIDO
INTR/SUBRRET st [ Jino[J|st 1 no[J|st []|no []
GROSOR
FOVEOLAR(MICRAS)
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Estudio genético

6.2.1 Toma de muestra de ADN

Las muestras de ADN se obtuvieron de cada participante mediante muestra
de saliva, en cada centro siguiendo un protocolo que se detalla a continuacion
(Anexo 1), después de una explicacion adecuada de la naturaleza y de las posi-
bles consecuencias del estudio, la lectura de la hoja de informacién (Anexo 2)y
la firma de los consentimientos informados tanto para participar en el estudio
como para extraccion de muestra de saliva para analisis genético (Anexo 3).
Las muestras de saliva fueron recogidas con el kit de recogida de ADN QIA-
cube (QIAGEN, Valencia, CA). Todos los centros contaron con un protocolo
de actuacién para el correcto procesamiento, almacenamiento y envio de las
muestras.

Para centralizar la recepcion de las muestras, éstas fueron recogidas en cada
centro participante en el proyecto y fueron enviadas a Secugen, mediante una
empresa de transporte especializada en envios de muestras biologicas y debi-
damente ctiquetadas (Anexo 4). Los envios de las muestras se realizaron de
acuerdo a la legislacién vigente sobre transporte de muestras biolégicas.

Las muestras fueron analizadas en Secugen S.L., compania espaiiola con una
gran experiencia en DMAE y andlisis de los genes del complemento. Después
de la finalizacién del estudio y tras el consentimiento del paciente, las muestras
de ADN fueron incorporadas al Biobanco de la Universidad de Navarra e in-
cluidas en la coleccion DNAtecaDMAE, que es gestionado por la Universidad
de Navarra.
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6.2.2 Genotipado

La empresa Secugen S.L. se encargé de que el ADN extraido de cada paciente
fuera purificado mediante plataformas robéticas y almacenado en congelacion.
El genotipado se realiz6 utilizando las técnicas de PCR y extension (ABI Snaps-
hot, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A los fragmentos identificados
se les aplico electroforesis en un secuenciador automatico ABI3730 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Los fragmentos resultantes fueron analizados
mediante el software Applied Biosystems GeneMapper Software v4,0. Todos
los polimorfismos analizados en este estudio, se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Una vez analizados los genotipos de los genes candidatos
generados en este proyecto, los resultados se trasladaron a la base de datos de
los pacientes generada en el estudio.

6.2.3 Polimorfismos estudiados.

Se realiz6 una intensa revision de la literatura sobre las asociaciones genéticas
en DMAE y la respuesta a antiVEGF para identificar los SNP que mostraban
la asociacion mas significativa. Ademas se valoraron genes relacionados con el
mecanismo de respuesta a los anttVEGL. Estos SNP fueron seleccionados para
el estudio (tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas de los SNP candidatos genotipados.

dbSNP ID Gen x)g:(;‘sémica xz:’e'/ Minor e
rs1061170 CFH 1932 T/C 0,54
rs800292 CFH 1932 G/A 0,77
rs10490924 ARMS2 10g26,13 G/C 0,54
rs1136287 SERPINF1 17p13,3 c/T 0,59
rs12603486 SERPINF1 17p13,3 G/A 0,72
rs7993418 VEGFR 13q12 c/T 0,65
rs3025000 VEGFA 6pl2 c/T 0,05
rs699947 VEGFA 6pl2 A/C 1
rs12614 CFB 6p21,3 c/T 0,13

SNP: Single nucleotide polymorphism (dbSNP1D); HWE: test exacto para el equilibrio de
Hardy-Weinberg
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Analisis de los datos

Las variables continuas (edad actual y edad en el momento del diagnéstico)
se dividieron en dos grupos y el valor mediano para estas variables se utilizo
como punto de corte y se codificaron como variables categéricas. Se utilizo un
modelo de regresion logistica multivariable para estudiar la asociacién entre los
nueve SNP y la respuesta del paciente (BR o PR) a ranibizumab. El modelo se
ajusto para tener en cuenta las variables ambientales, que se incluyeron como
covariables en el modelo de regresion.

Se utiliz6 una regresiéon logistica univariante, ajustada para todas las covaria-
bles, para estimar las odds ratios (OR) y los intervalos de confianza del 95 % (IC
del 95 %) utilizando el software SNPtats (Sole X. et al., 2006). Los analisis se
realizaron para cada variante genética independientemente de otras variantes
usando modelos genéticos codominantes, dominantes, recesivos y/o sobredo-
minantes basados en los criterios de informacion Akaike (AIC), que selecciona
el modelo de herencia que mejor se ajuste a los datos. La correcciéon para
multiples pruebas se realiz6 utilizando el método de Bonferroni. Para todos
los andlisis, P <0,05 se consideré estadisticamente significativa. Se realizé una
regresion logistica multivariante utilizando el software estadistico SPSS, v.20
(IBM-SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU).
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Caracteristicas de
la muestra de estudio

Los pacientes incluidos en el estudio fueron reclutados en distintas poblacio-
nes espafolas de seis hospitales miembros del Grupo Espaiiol Multicéntrico de
DMAE yla Red Tematica de Investigacion Cooperativa en Salud (RD07/0062)
(tabla 6): Hospital Universitario de Bellvitge, Clinica Universidad de Navarra,
Hospital Clinico de Madrid, Hospital Ramén y Cajal, Complejo asistencial
Universitario de Salamanca y Hospital Universitario Santiago de Compostela.

Tabla 6. Procedencia de los pacientes de la muestra del estudio

Centro Lugar Casos
Complejo asistencial Universitario de Salamanca ~ Salamanca 140
Hospital Clinico de Madrid Madrid 102
Clinica Universidad de Navarra Navarra 79
Hospital Universitario de Bellvitge Barcelona 63
Hospital Ramén y Cajal Madrid 10
Hospital Universitario Santiago de Compostela Santiago de 9

Compostela

Total 403

Se contd con la participacién de 403 individuos. En el total de los individuos
participantes se realizo toma de muestra de mucosa oral y posterior analisis
del genotipo de los nueve SNP diana. Las caracteristicas generales del total de
los individuos estudiados se resumen en la tabla 7. De los 403 pacientes, 230
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fueron mujeres (57 %) y 173 hombres (43 %), la media de edad era de 80,8
(media * desviacion estandar (DE): 80,08 £ 7,0 anos), de estos individuos eran
fumadores 92 (22,8%) y estaban diagnosticados de HTA 257 (63,7 %). Los
pacientes recibieron un total de 6,07 inyecciones (6,07 = DE 3,76) al cabo de
los 12 meses de tratamiento. El 23 % eran membranas neovasculares clasicas,
un 26 % predominantemente clasicas, 20 % minimamente clasicas y un 31 %
eran membranas neovasculares ocultas. Un 34 % de los pacientes estaban in-
tervenidos de cataratas y un 66 % eran faquicos. Ninguno de ellos se intervino
de cirugia de cataratas durante los 12 meses de seguimiento. La evolucion de la
agudeza visual y del CIT en el total de los pacientes a lo largo de los 12 meses
se muestra en la figura 18A y 18B respectivamente.

Tabla 7. Caracteristicas generales de la muestra de pacientes.

Total de la muestra

Total 403

Edad (m + DE) 80,08 £7,0
Sexo Femenino (%) 230 (57)
Fumadores (%) 92(22,8)
HTA (%) 257 (63,7)
Pseudofaquicos (%) 137 (34)

N° inyecciones/lafio 6,07 £ 3,76
(m + DE)

Tipo de MNVSR (%) Clasicas: 23

Predominantemente clasicas: 26
Minimamente clasicas: 20

Ocultas: 31

HTA: hipertensién arterial; MNVSR: membrana neovascular subretiniana
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Caracteristicas de los
subgrupos: buenos 'y
pobres respondedores

Los pacientes fueron clasificados en dos subgrupos —buenos y pobres respon-
dedores— segtin su respuesta al tratamiento con ranibizumab en cada uno de
los puntos de estudio, que fueron tras la fase de carga (a los 3 meses) y a los
12 meses del tratamiento, y segun los criterios establecidos en el protocolo del
estudio (ver 6.1.5).

No existian diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad o el
numero de inyecciones recibidas entre ambos subgrupos. Tampoco se observa-
ron diferencias en cuanto al sexo, excepto al comparar BR y PR segtn criterios
anatomicos (CFT) tras la fase de carga, observandose mayor niimero de mu-
jeres en el grupo de los pobres respondedores (p=0,015; Odds Ratio (OR) 1,6
Intervalo de confianza (IC) 95 % 1,1-2,5) (tabla8, pagina siguiente).
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HTA, tabaquismo
y sexo femenino

Nuestros datos muestran que la HTA fue un claro factor de riesgo para una
respuesta anatémica deficiente. La ausencia de reduccién del CFT a los 3
meses parece mas frecuente entre los pacientes hipertensos que entre los que
carecen de este antecedente patologico. Una comparacion del grupo completo
con el subgrupo de pacientes con BR después de la fase de carga (p=0,048,
OR, 0,7, IC 95%, 0,5-0,9) y después de 12 meses de tratamiento (p=0,003;
OR: 0,6, IC95 % 0,4-0,8) revel6 una diferencia estadisticamente significativa.
Esta diferencia fue ain mayor cuando se comparo la presencia de hipertension
entre el subgrupo BR frente a PR después de la fase de carga (p = 0,0004, OR
3,7, 1G 95%, 2,4-5,8) y después de 12 meses de tratamiento (p = 0,00001,
OR 2,3,1C 95 % 1,5-3,4).

El antecedente de tabaquismo se presenta como un probable factor de riesgo
para no lograr una macula seca a los 12 meses de tratamiento (BR vs. PR:
p = 0,036, OR 1,7; IC del 95% 1,1-2,7). No se observaron estas diferencias en
la respuesta funcional y en la respuesta en cuanto al grosor central foveal. Con
todos estos resultados, parece probable que el antecedente de habito tabaquico,
no solo es un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, sino también
un factor implicado en una pobre respuesta al tratamiento con ranibizumab
intravitreo.

Las mujeres obtuvieron una peor respuesta anatomica tras la fase de car-
ga p=0,015 OR 1,6 (1,1-2,5). Estas diferencias en cuanto al sexo tampoco
se observan en la respuesta de la agudeza visual, ni se observaron al afio de
tratamiento.

Todos los resultados en cuanto a la relacion con el tabaquismo, el sexo y la
HTA se muestran en la tabla 8.
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Estudio genético

7.4.1 Resultados funcionales

La tabla 9 expone los resultados farmacogenéticos mas relevantes del anali-
sis univariante tras la fase de carga en los subgrupos de BR y PR funcional.
Segin los resultados de agudeza visual el alelo A de rs12603486 (SERPINFI)
se asocia con riesgo de PR (OR 2; 1C 95% 1,4-3; p=2X 107 p corregida =
0,0018). Segun el modelo recesivo, los genotipos GG/GA vs. el genotipo AA,
se asocian también con una pobre respuesta funcional (OR, 4,45 95% CI, 1,0-
10,0; p = 5% 107 p corregida = 0,0045).

Segin el modelo sobredominante, los pacientes con el genotipo C/T vs. G/C-
T/T en rs12614 (CFB) tuvieron mayor probabilidad de obtener mejores resul-
tados de agudeza visual (OR 0,5; 1C 95 %, 0,2-0,9; p = 0,03; p = 0,27), aunque
este resultado ya no era significativo después de la correcciéon de Bonferroni.
El anexo 5 muestra los resultados funcionales completos del analisis univariante
tras la fase de carga.

Los resultados funcionales completos tras 12 meses de tratamiento se muestran
en el anexo 6. Ningunos de los SNP estudiados muestra asociacion alguna
con la respuesta funcional de los pacientes con DMAE tras el tratamiento con
ranibizumab durante un ano.

7.4.2 Resultados anatomicos segin CFT

La tabla 9 expone los resultados farmacogenéticos mas relevantes del analisis
univariante tras la fase de carga en los subgrupos de BR y PR anatémica se-
gun CIFT. En cuanto a los resultados anatémicos después de la fase de carga,
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el alelo G de rs1136286 (SERPINFI) se asocié con menos reduccion de CGFT
(OR 1,5; IC del 95 %, 1,1-2,0; p = 0,02; p corregida= 0,18), pero sin alcanzar
significacion estadistica tras la correccion de Bonferroni. Los genotipos T/C-
G/C vs. T/T de rs1061170 (CFH) y rs7993418 (VEGFRI) se asociaron con
una mejor respuesta anatoémica en el modelo dominante (p = 0,04 y p = 0,02,
respectivamente). En el modelo recesivo, AA vs. GG/ GA de rs800292 (CFH) se
asoci6 con una pobre respuesta anatomica (p = 0,0048, corregido p = 0,043).

La tabla 10 resume los resultados farmacogenéticos mas relevantes segtin la
respuesta anatomica de GI'T' del analisis univariante después de 12 meses de
tratamiento. El alelo C de rs1136287 (SERPINFI) se asoci6é con menor reduc-
cionde CFT (OR 1,7,1C 95%, 1,1-2,8, p = 0,02, p corregida=0,18). En el mo-
delo dominante, los pacientes con genotipos C/'T'y C/C presentaban 2,1 veces
(ICG 95%, 1,1-4,2, p = 0,03, p corregida, 0,27) mayor probabilidad de tener
una respuesta anatomica deficiente que los pacientes portadores del genotipo
T/T. En el modelo sobredominante, el genotipo C/T de rs7993418 (VEG-
FRI) se asoci6 con una buena respuesta anatémica (OR 0,5, IG 95 %, 0,2-0,9;
p = 0,03), pero este hallazgo no fue estadisticamente significativo después de la
correccion de Bonferroni (p corregida = 0,27).

Los anexos 7 y 8 muestran los resultados farmacogenéticos de la respuesta
anatémica segun el grosor central foveal tras la fase de carga y tras 12 meses
de tratamiento.

7.4.3 Resultados anatémicos segun respuesta
del fluido

La tabla 9 presenta los resultados farmacogenéticos mas relevantes del analisis
univariante tras la fase de carga en los subgrupos de BR y PR anatémica segin
la presencia o ausencia de fluido en la OCTT. Segtin el modelo dominante, los
genotipos A/A y G/A de rs800292 (CFH) se asocian a una persistencia de
fluido en la OCT (OR1,7, IC95% 1,01-2,85, p = 0,047, p corregida = 0,42).
Sin embargo, los genotipos A/A 'y C/A del rs69947 (VEGFA), se asocian con
una mejor respuesta y una ausencia de fluido en la OCT (OR 0,59, IC 95 %
0,36-0-99, p = 0,044, p corregida=0,39).

En cuanto a la presencia o ausencia de fluido intrarretiniano en la OCT a los
12 meses, el alelo A de rs800292 (CFH) fue mas prevalente en pacientes que
no habian logrado una mécula seca (OR 1,7; IC del 95%, 1,1-2,7; p = 0,02,
p corregida = 0,19). De manera similar que tras la fase de carga, G/Ay A/A
fueron los genotipos mas prevalentes en este grupo de liquido intrarretiniano
persistente segin el modelo dominante presentando un riesgo de 1,8 respecto
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del genotipo GG (OR 1,8, IC 95%, 1,1-3,1, p = 0,028, p corregida = 0,25
(tabla 10).

Los anexos 9 y 10 muestran los resultados completos de la respuesta anatomica
segun la presencia o ausencia de fluido intra y subretiniano en la OC'T.

7,4.4 Resultados de la regresién logistica
multivariable

En las tablas 11y 12 se resumen los resultados del analisis de regresion logistica
multivariable, que confirmé los resultados obtenidos en los analisis univarian-
tes. Después de la fase de carga, las variantes de los genes SERPINFI, VEGFR1
y VEGIA se asociaron fuertemente con la respuesta al ranibizumab. Los facto-
res ambientales como el tabaquismo y la hipertension, asi como el sexo femeni-
no, también se asociaron con peores resultados del tratamiento. Los pacientes
ancianos (edad media del grupo > 80 anos) parecen tener mejores resultados
con el tratamiento con ranibizumab en comparacién con los no ancianos.
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Figura 19. A. Evolucién de AV en los pacientes con genotipo AA y genotipo GG/GA de rs800292
(CFH). B. Incremento de la AV en los pacientes con genotipo AA y los pacientes con genotipo GG/
GA. Durante los primeros meses de tratamiento la pendiente del incremento del AV es mayor en
el subgrupo de pacientes con genotipo GG/GA en comparacién con los pacientes del genotipo
protector AA. C. Evolucién del CFT en los pacientes con genotipo AA y genotipo GG/GA. D. Dis-
minucién del CFT en los pacientes con genotipo AA y los pacientes con genotipo GG/GA. Durante
los primeros meses de tratamiento la pendiente del descenso del CFT es mayor en el subgrupo
de pacientes con genotipo GG/GA en comparacion con los pacientes del genotipo protector AA.
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Tabla 11. Analisis de regresion logistica multivariable tras la fase de carga.

1C95%

B Sig. OR
Inferior Superior

Respuesta Anatomica

Edad (ancianos) ~0,45 0,048 0,64 0,41 0,99
rs12603486 (SerpinF1) 0,089

rs12603486 (G/G) -0,86 0,046 0,43 0,19 0,98
rs12603486 (G/A) 0,52 0,224 1,69 0,72 3,92
rs7993418 (VEGFR1) 0,036

rs7993418 (T/T) 1,00 0,27 2,72 0,46 16,04
rs7993418 (C/T) 0,07 0,94 1,07 0,17 6,65
Constante -0,33 0,73 0,72

Respuesta Funcional

rs12614 (CFB) 0,054

rs12614 (C/C) -0,74 0,330 0,48 0,11 2,11
rs12614 (C/T) -157 0,058 0,21 0,04 1,05
rs12603486 (SerpinF1) 0,001

rs12603486 (G/G) -175 0,000 0,17 0,07 0,43
rs12603486 (G/A) -1,16 0,010 0,31 0,13 0,75
Constante 1,09 0,205 2,96

Respuesta Fluido

HTA (si) 0,43 0,075 1,53 0,95 2,46
rs699947 (VEGFA) 0,089

rs699947 (C/C) 0,58 0,083 1,79 0,92 3,5
rs699947 (C/A) 0,03 0,924 1,03 0,56 1,89
Edad (ancianos) -0,80 0,001 0,45 0,28 0,72
Constante -0,05 0,880 0,95

Referencia: Buena Respuesta; B: valor de la regresion logistica multivariable; Sig: Significancia
P-valor (< 0,05); 1C95%: 95% intervalo de confianza. Edad (ancianos)= pacientes >80 afios (edad
media de la muestra).
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Tabla 12. Analisis de regresion logistica multivariable tras 12 meses de
tratamiento.

IC95%
B Sig. OR
Inferior Superior

Respuesta Anatomica
Edad (ancianos) -0,74 0,036 0,48 0,24 0,95
HTA (si) 1,10 0,003 3,01 1,45 6,21
rs1136287 0,065
rs1136287 (C/C) 1,15 0,044 3,16 1,03 9,65
rs1136287 (C/T) 0,65 0,077 1,92 0,93 3,97
Constante -0,96 0,009 0,38

Respuesta Funcional
Constante -0,57 0,000 0,56

Respuesta Fluido

Sexo (femenino) 0,69 0,011 1,98 1,17 3,35
Tabaquismo (si) 0,82 0,01 2,29 1,22 4,30

Constante -0,98 0,000 0,38

Referencia: Buena Respuesta; B: valor de la regresidn logistica multivariable; Sig: Significancia
P-valor (< 0,05); 1C95%: 95% intervalo de confianza.

También se analiz6 la asociacion entre estos SNP y variables continuas como
CFT y agudeza visual. Curiosamente, los pacientes que tenian un genotipo
protector (AA) de rs800292 (CFH) para la DMAE neovascular tenian mejor
agudeza visual antes del tratamiento que los pacientes con otros genotipos
(AG/GG), pero su respuesta al ranibizumab fue significativamente inferior en
términos de AV después la primera inyeccion y después de la fase de carga.
Mejoran mas gradualmente que los pacientes con genotipos AG/GG, que tie-
nen una respuesta intensa durante los primeros 3 meses de tratamiento, con
una estabilizacién final. Sin embargo, su agudeza visual final a los 12 meses fue
peor que la de los pacientes con genotipo AA (figuras 19, pagina anterior, y 20,
proxima pagina).
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Figura 20. Comparacién de los resultados funcionales de los pacientes con genotipo AA frente
a AG y GG de rs800292 (CFH). Se observan diferencias estadisticamente significativas en la AV
basal, en AV tras la primera inyeccién, a los 6 meses y a los 12 meses del tratamiento.
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Discusion
Farmacogenética

El investigador britanico Archibald Garrod fue el primero en reconocer una
tendencia familiar o genética en la variabilidad de la respuesta a farmacos.
Su hipotesis se basaba en que las drogas son metabolizadas por diferentes vias,
y que defectos en los enzimas que las componen puede resultar en diferen-
cias en las concentraciones, y por tanto, del efecto de la sustancia.’** En 1940
esta teoria fue validada tras la observaciéon de una alta incidencia de hemolisis
entre los pacientes con déficit de glucosa-6-fosfato-deshidrogensa tras la ex-
posicion a antimalaricos. Otros estudios con gemelos homocigotos y gemelos
dicigotos mostraron la fuerte tendencia hereditaria en la metabolizacion de los
farmacos.'*

Actualmente, los estudios de farmacogenética se han extendido entre las di-
ferentes especialidades de la medicina, y asi son frecuentes en el estudio de
la patologia respiratoria como el asma, en la psiquiatria, en la patologia
cardiovascular y en el estudio del cancer.
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Proposito del estudio
y escenario

Dadas las diferencias existentes entre la respuesta al tratamiento de los pacien-
tes con DMAE neovascular tratadas con ranibizumab planteamos la hipotesis
de que esta variabilidad en la respuesta observada en la practica clinica podria
ser explicada por las diferencias en el genotipo.

Es bien conocido que los factores genéticos tienen un papel fundamental
en el riesgo de desarrollo y progresion de los diferentes subtipos de DMAE.
En los ultimos afios, los estudios de genética han centrado su atencion en la
respuesta anatémica y funcional al tratamiento con antiVEGF de los pacientes
con DMAE neovascular.'*¢** Son varios los factores que han hecho centrar
la investigaciéon en la respuesta al tratamiento de los pacientes con DMAE.
El primer factor es la prevalencia de la enfermedad, que tal y como se comenté
previamente, es elevada y se prevé su aumento en los proximos anos dado el
envejecimiento que sufre la poblacion. El segundo factor es el elevado coste del
tratamiento, tanto en términos de tiempo empleado por los oftalmologos como
en términos de costes de los farmacos antiVEGE, entre ellos ranibizumab,
ya que la administracién es en muchos caso mensual y el tratamiento puede
durar varios anos.

Ademas, aunque los resultados de los fairmacos anttVEGIEF en la DMAE
neovascular son mejores que los conseguidos previamente con terapia
fotodinamica y mucho mejores que en la era pre-tratamiento, hasta un 15 % de
los pacientes empeoran a pesar del tratamiento. Es por todo ello que es de gran
interés poder predecir la respuesta de los pacientes con DMALE al tratamiento
con ranibizumab.
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Algunos de los estudios de farmacogenética en DMAE son ensayos clinicos,*®
con todos los beneficios e inconvenientes que ello conlleva:

+ No reflejan las condiciones habituales de la practica clinica diaria.

« Poseen estrictos criterios de inclusion y exclusion, por tanto tienen una alta
homogeneidad, pero son menos representativos de la poblacion general y
con un posible sesgo genético.

Otros trabajos son estudios clinicos con tamanos de muestra pequeios y que
en muchos casos solo estudian genes asociados con el riesgo de desarrollo de
DMAE y no genes relacionados con la respuesta antiVEGL. Los resultados
han sido ambiguos y contradictorios en muchos de ellos. De hecho, en lugar de
aclarar esta cuestion, la investigacion disponible parece haber generado mas
confusion, tal vez debido a las diferencias metodologicas y demograficas entre
los diversos estudios.

También es posible que las discrepancias farmacogenéticas que se observan
se deban a diferencias genéticas entre las diferentes cohortes de pacientes de
diferentes paises y continentes, y también a diferencias en la prevalencia de
factores ambientales con la HTA.

Nuestro estudio, por el contrario, se trata de un estudio retrospectivo de la
practica clinica diaria que incluye una gran muestra de pacientes con DMAE,
altamente representativa de la poblacion de DMAE neovascular en Espafa y
en el que se evaltian no solo genes relacionados con el riesgo de DMAE sino
genes relacionados con la respuesta a los antiVEGI.

Después de un primer estudio piloto realizado con un pequeno tamano de
muestra y analizando tnicamente tres SNP (ARMS2 rs10490923, CFH
rs1410996 y HTRAI rs11200638), donde no se encontr6 asociaciéon con la
respuesta al ranibizumab,'’” decidimos realizar un estudio aumentando el ta-
maio de la muestra y estudiando genes no solo relacionados con riesgo de
padecer DMAE, sino también con el VEGE su receptor y moléculas antago-
nistas como serpina o PEDF. Se agruparon a los pacientes en uno de los dos
grupos —buenos o malos respondedores— segln su respuesta (agudeza visual
y anatomica) al tratamiento con ranibizumab en dos momentos: después de la
dosis de carga y después de 12 meses de seguimiento. Debido a que la agudeza
visual puede ser una medida subjetiva y puede no correlacionarse bien con los
cambios en la anatomia macular detectados por OC'T se evalud la respuesta al
tratamiento utilizando tanto las medidas de agudeza visual como los resultados
tomograficos. Por esta razon, se utilizo, ademas de la respuesta funcional me-
dida mediante AV, el CFT y la presencia o ausencia de liquido intrarretinano y
subretinano como medidas cuantitativas objetivas.
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Hipertension arterial
y respuesta al
tratamiento

La hipertension arterial es un conocido factor de riesgo para el desarrollo de
DMAE. Ademas de ciertas asociaciones genéticas, los factores ambientales
como la hipertension, la edad, el género y el habito de fumar también se han
relacionado con el desarrollo y progresion de la DMAE.

De acuerdo con nuestros resultados, no sélo la hipertension es el factor am-
biental mas fuertemente asociado con el desarrollo de DMAE, sino que se
asocia con una respuesta pobre al ranibizumab, hallazgo que no se ha descrito
previamente. Los pacientes hipertensos presentaron una peor respuesta a nivel
anatomico que los pacientes que carecian de este antecedente, es decir tuvie-
ron menor reduccién en el CII) aunque esta repercusiéon no se tradujo en
peores agudezas visuales. Estas diferencias fueron patentes tras la fase de carga
(OR 3,7; 1C 95% 2,4-5,8; p<0,001) y también tras el afio de tratamiento
(OR 2,3; 1C95 % 1,5-3,4; p<0,001).

Hasta donde conocemos nunca antes se habia publicado en la literatura que la
respuesta al tratamiento con antiVEGF en los pacientes con DMAE pudiera
estar influida por la presencia de HTA. Este factor ambiental podria explicar
las discrepancias farmacogenéticas entre las cohortes de pacientes de diferentes
paises.

La explicacion de por qué la HTA puede producir peores resultados en el tra-
tamiento antiVEGF no resulta facil. Los pacientes hipertensos y con arterios-
clerosis, tienen alteraciones en la circulacién coroidea, con una reduccion del
flujo vascular ademas de un aumento de los depositos a nivel de la membrana
de Bruch, lo que ocasiona una disminucion de la permeabilidad.” Esto parece
estar relacionado con la susceptibilidad de estos individuos a sufrir DMAE,
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y parece también ser la razon por la que la respuesta de los neovasos frente al
ranibizumab sea inferior. Ademas, tal y como se ha visto en los resultados, la
peor respuesta se observa a nivel anatémico, lo que encajaria con esta teoria de
la reduccion de la permeabilidad.

Sin embargo, se abren dudas sobre el papel que un buen control de la tension
arterial podria tener en el tratamiento de los pacientes con DMAE neovascular.
Hasta ahora, ha sido de interés la HTA en su relacién con la retinopatia
diabética, pero si nuestros resultados son confirmados por otros estudios,
quizas también cobre un papel importante en los pacientes DMAE.
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SERPINF1y respuesta
al tratamiento

SERPINF1 (o PEDF) es una proteina de 50kDa de la superfamilia de los
inhibidores de las serinproteasas, secretada por células del epitelio pigmentado
de la retina. Es un factor neurotréfico y neuroprotector, que promueve la dife-
renciacion neuronal. Ademas, se ha demostrado que es un potente angiogénico
en cultivo celular y en modelos animales, inhibiendo la migracién de las célu-
las endoteliales y promoviendo su apoptosis. SERPINI1 también contribuye
a la regulacion del crecimiento de los vasos sanguineos en el ojo mediante la
creacion de un ambiente permisivo para la angiogénesis cuando el oxigeno es
limitado (como en tumores tipo retinoblastoma o en retinopatias) y un entorno

inhibitorio cuando la concentracién de oxigeno es normal o alto.'*®

Algunos estudios demuestran el balance critico que existe entre el VEGF y el
PEDE. La deficiencia de este Gltimo crearia un ambiente permisivo para la
neovascularizacion asociada a la DMAE. Se han observado niveles bajos de
este factor en vitreo, retina y coroides de pacientes con DMAE.* Se obser-
va también en estudios de inmunohistoquimica una disminucién de la inmu-
norreactividad del PEDF en células del EPR y en la membrana de Bruch en
ojos con DMAE neovascular.'*

En el estudio de Lin y colaboradores publicado en el ano 2008 se observo
una asociacién del genotipo TT del SNP rs1136287 del gen SERPINFI con
la DMAE neovascular.*® El potencial terapéutico de esta molécula ha sido
incluso estudiado en modelos animales, con inyeccién subretiniana, intravitrea
o periocular de un vector adenovirico que codifica el PEDF, produciendo una
supresion de la neovascularizacion coroidea.’

Dado el importante papel de SERPINT1 en la via de la angiogénesis y proba-
blemente también en el desarrollo de la NVC en la DMAE, no es sorprendente
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que esta proteina pueda ser un biomarcador importante en la farmacogenética
de la DMAE.

Varios autores han estudiado la asociacion entre SERPINFI (rs1136287) y
los resultados visuales tras el tratamiento con bevacizumab o ranibizumab

intravitreo.*?

Park y colaboradores publicaron en 2014 dos estudios, en el
primero analizando veintitrés SNP en 273 pacientes ™ y el segundo analizando
diecisiete SNP en 394 pacientes.”® En este Gltimo estudio se analizd, no solo la
respuesta funcional en cuanto a mejora de AV, sino los resultados anatémicos
medidos por OCT. En ninguno de los dos estudios encontraron asociacién
alguna del SNP rs1136287 con la respuesta al tratamiento con ranibizumab
y bevacizumab. Imai y colaboradores por su parte analizaron cuatro SNP del
SERPIN (rs12150053, rs12948385, rs9913583, rs1136287) en 83 pacientes,

encontrando una asociacion con la respuesta funcional a bevacizumab a los
3 meses con rs1136287.

En nuestro estudio dos SNP de SERPINFI fueron incluidos, rs116287 vy
rs12603486. Nuestro trabajo es el primer estudio de farmacogenética de
DMAE que incluye el SNP rs12603486 y muestra, ademas, la fuerte asocia-
cién estadistica de éste con la respuesta funcional. El otro SNP estudiado de
esta familia, rs1 136287 muestra una asociaciéon, aunque no tan intensa, con la
respuesta anatomica. Los pacientes presentaron una menor reducciéon del GFT
al ano de tratamiento.

Resulta muy razonable pensar que las variantes genéticas de este importante
gen relacionado con la angiogénesis puedan no solo favorecer el desarrollo de
esta enfermedad sino también modular la eficacia de los farmacos antiVEGE.
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Genes del complemento y
respuesta al tratamiento

La teoria de la inflamacién en la fisiopatologia de la DMALE esta apoyada por
la existencia de multiples alelos de riesgo relacionados con el complemen-
t0.’°%1> Tal y como se resumi6 en el apartado de genética y DMAE, la via del
complemento esta intimamente relacionada con el desarrollo de esta patologia,
y concretamente el CFH fue el primer gen asociado a la DMAE, un importan-
te descubrimiento que fue el inicio del desarrollo de importantes estudios de
genética en este campo.

En nuestro estudio tres SNP de dos genes relacionados con el complemento
fueron incluidos en el andlisis: rs1061170 y rs800292 del gen CFH y rs12614
del gen CFB. CFH es un regulador de la activaciéon basal de la via alternativa de
la cascada del complemento, y por lo tanto tiene un papel antiinflamatorio.'*
El CFB sintetiza una proteina regulatoria que actia para estabilizar C3bBb y
por tanto activa la via alternativa. Los cambios producidos en la actividad en-
zimatica de estos factores pueden dar lugar a una activaciéon mal controlada del
sistema del complemento, con un dafo en el epitelio pigmentado de la retina y
con la consiguiente formaciéon de drusas.'’® Los estudios de haplotipos de estos

genes muestran haplotipos de riesgo y haplotipos protectores.

En nuestro estudio se mostrd una asociacion entre la respuesta funcional tras la
fase de carga y rs12614 (CFB), mostrando los pacientes una mejor respuesta vi-
sual. Esta asociacién no se observa al afio de tratamiento y tampoco mantiene
la significacién estadistica tras la correccién de Bonferroni. Park y colaborado-
res incluyeron el polimorfismo rs641153 (CFB) en sus dos estudios de farma-
cogénetica, sin encontrar relacién funcional ni anatémica con la respuesta al
tratamiento.”** Otro estudio desarrollado en Suiza por Kloeckener-Gruis-

sem,™ analiz6 también el mismo SNP y tampoco encontrd asociacion con
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la respuesta farmacolégica. Este gen ha sido estudiado en pocos trabajos de
farmacogenética y el SNP rs12614 es la primera vez que se analiza. Nuestro
trabajo es, por tanto, el primero en estudiar otro de los SNP del gen CFB 'y ha
encontrado ademas una discreta tendencia a la mejora de los resultados con

antiVEGT en sus portadores afectos de DMAE.

Por el contrario, el gen CFH, dada su gran importancia como factor de riesgo de
DMAE, se ha anadido en practicamente todos los estudios de farmacogenética
llevados a cabo hasta el momento. Nuestro estudio incluye dos de los SNP
principales de este gen en DMAE que son rs1061170 y rs80029.

Obtuvimos que el genotipo CC de rs1061170 (el genotipo de riesgo principal)
se asocio significativamente con una mejor respuesta anatéomica tras la fase de
carga. Nuestros resultados sugieren que los pacientes con DMAE que portan
el alelo de riesgo responden inicialmente mejor al ranibizumab en términos
de resultados anatéomicos que los pacientes sin este alelo. Este hallazgo parece
contradecir otros estudios en los que los resultados en cuanto a agudeza visual
y nimero de inyecciones fueron peores en pacientes con el genotipo de ries-
go de CFH. %416 Sin embargo, nuestros resultados son consistentes con los
reportados Por McKibbin."” Estos autores plantearon la hipdtesis de que los
pacientes portadores de alelos de riesgo de DMAE se beneficiarian mas de la
terapia anti-VEGE En nuestro caso, inicamente se encontré que el genotipo
de riesgo se asocia con una mejor respuesta anatbmica, pero no a una me-
jor respuesta funcional. Sin embargo, después de la correccion de Bonferroni,
este resultado no fue estadisticamente significativo y no se confirmé a los
12 meses de seguimiento.

El otro de los SNP del CFH estudiado, rs800292, muestra también un compor-
tamiento similar al observado por el rs1061170. Los pacientes con el genotipo
AA (genotipo protector) presentaron una agudeza visual significativamente
mejor y menos CI'T antes del tratamiento y la fase de carga, pero también
tenian liquido intrarretiniano persistente después de 12 meses de tratamiento.
Los pacientes con este genotipo parecen mostrar un mejor perfil inicial, pero
tienen una mejora de AV sostenida, comparado con la respuesta intensa de los
pacientes con un perfil de alto riesgo (genotipos GA / GG). En estos pacientes
sospechamos que el genotipo protector de rs800292 podria hacer que los pa-
cientes con DMAE desarrollen una forma menos agresiva de DMAE hiimeda,
y por lo tanto la respuesta anti-VEGI (especialmente después de la fase de
carga) puede ser menos eficaz.
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VEGFA y VEGFR1

El VEGIA es otro de los genes importantes en DMALE. El tratamiento de la
DMAE neovascular se basa fundamentalmente en la inhibicién de todas las
isoformas de VEGL, y por tanto resulta plausible entender que diferentes va-

riantes de este gen puedan dar lugar a diferentes respuestas al tratamiento
antiVEGE.

Nuestro estudio incluye dos SNP del VEGEA, rs3025000 y rs699947. El genoti-
po AA de este tltimo se asocia a una ausencia de fluido intra y subretiniano en
la OCT tras la fase de carga. Esta mejor respuesta al tratamiento fue reportada
también por otros autores. Uno de los trabajos en los que abordé de manera
mas profunda el estudio del VEGIA y su asociacioén con la respuesta terapéutica
en DMAE fue el de Abedi y colaboradores.”® Estudiaron siete polimorfismos
de este gen, y fue precisamente el rs3025000 el que fue mas frecuente entre
los buenos respondedores comparado con los malos respondedores tanto a los
3 como alos 6y alos 12 meses de tratamiento. Estos autores concluyen que los
portadores del genotipo TC o T'T' consiguen resultados mas positivos que los
homocigotos para el alelo C, con un mejor resultado coste-efectividad.

Otros investigadores como Boltz y colaboradores, centraron su investigacion
en el VEGE estudiando siete SNP e incluyendo el rs699947.%*% Concluyeron
que estos polimorfismos no tenian un rol importante en la respuesta al tra-
tamiento dado que sus resultados no llegaron a la significacién estadistica.
Sin embargo, en el trabajo de Imai y colaboradores si muestran una asocia-
cion entre el polimorfismo de riesgo de rs699947 y la respuesta visual de los
154

pacientes con DMAE."* Por otra parte, otros autores confirman también esta

relacion, proponiendo un posible efecto acumulativo de los alelos de riesgo en
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el gen VEGIA, CFH y ARMS2, lo que conduce a una pobre respuesta al trata-

miento y a un debut més temprano de la enfermedad.”

Otro gen importante relacionado con los anti-VEGE es VEGFRI. Este gen
codifica para un receptor de tirosina quinasa (I'KR) y transmite la sefhalizacion
de varios miembros de la familia VEGF. La ruta de sefializacion de VEGFR1
desempena también un papel importante en la angiogénesis, particularmente
en condiciones patoldgicas tales como la DMAE.*°

En nuestro estudio rs7993418 (VEGFRI) se asocié con un buen resultado
anatomico después de la fase de carga y después de 12 meses de tratamiento.
La asociacion entre este gen y la respuesta al tratamiento fue previamente es-
tudiado por Hermann '** sin encontrar ninguna relacion.

Teniendo en cuenta que es un receptor donde se unen las diferentes isoformas
del VEGEF, parece posible su implicacion en la respuesta al tratamiento.
De hecho, otro de los farmacos utilizados en DMAE, el aflibercept, simula un
fragmento de este receptor asi como del VEGIFR2, para captar y bloquear las
moléculas de VEGTA e impedir su accion.

Uno de los estudios mas recientes, que evalta 126 SNP de diferentes genes
asociados a la respuesta tratamiento (VEGFRI, VEGFRZ2, VEGER3, VEGFA,
VEGEB, VEGIFC, VEGFD, PGFy PEDF o SERPINFI), solo encontré asocia-
ci6én estadisticamente significativa tras la correccién por comparaciones mul-
tiples de Bonferroni, con dos SNP del VEGFR2 (rs4576072 y rs6828477).%¢!
En este estudio la respuesta fue evaluada inicamente segn la agudeza visual
sin valorar la respuesta anatémica. Sin embargo, evaltia un importante nimero
de SNP en una muestra de 366 pacientes.

Nuestro trabajo pone en evidencia una posible relaciéon entre las diferentes
variantes genéticas del VEGFA y VEGFRI, con la respuesta al tratamiento
con ranibizumab. Esta relacion parece plausible conociendo el mecanismo de
accion de los farmacos utilizados en DMAE neovascular, pero debera ser con-
trastada en investigaciones futuras.
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Resultados de
otros estudios de
farmacogenética

Existen alrededor de veinte estudios de farmacogenética publicados hasta
la fecha. Los principales estudios con sus resultados mas significativos se en-
cuentran resumidos en la tabla 13. Los resultados fueron valorados segtn la
ganancia o pérdida de agudeza visual en todos ellos, excepto en ocho, en los
que tuvieron en cuenta también los resultados en la mejora anatémica por
OCT. La importancia de valorar los cambios en la OCT en cuanto a grosor
central foveal y presencia de fluido intra y subretiniano radica en que se trata
de medidas mas objetivas que las obtenidas con la toma de agudeza visual.
Por otra parte, muchos de los genes que se estudian estan relacionados con vias
de respuesta a los farmacos antiVEGL, y posiblemente los cambios anatémicos
sean mas evidentes que los cambios en AV.

De estos estudios, los de Park,™* Kitchens,'®* Matsumiya'®® y Lotery'** encon-
traron resultados significativos en la respuesta anatémica. En el estudio de Park
los genes ARMS2 y HTRAI se relacionaron con una buena respuesta en cuanto
areduccion del CIT. Kitchens y colaboradores obtuvieron que el genotipo T'T
del SNP rs10490924 del gen LOC387715 era mas frecuente entre los no res-
pondedores. El grupo de Matusumiya observo una pobre resolucion del fluido
intrarretiniano en los pacientes con la combinacién de las variantes CFH 162V
+ CFH Y402H. En el estudio IVAN, Lotery y colaboradores no encontraron
ninguna asociacion estadisticamente significativa entre los casi 500 SNP eva-
luados y la respuesta anatémica, aunque el que obtuvo una relacion mas fuerte
fue rs9679290 en EPASI. Este gen se expresa en el adulto en tejidos altamente
vascularizados, dado que es un importante regulador de la vascularizacién en
situaciones de hipoxia. Estos autores sugieren el estudio de este polimorfismo
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Tabla 13. Resumen de los estudios mas recientes de farmacogenética en DMAE

neovascular.
Autores  Diseiio  Origen SNP SNP asociados con SNP asociados con
/N cohorte respuesta funcional respuesta anatémica
Nuestro R /403 Espafia 9 SERPINF1rs12603486 (GA/ Buena respuesta: SERPINF1
estudio GG): asociados con una rs 1136287(alelo G), CFH
pobre respuesta. rs1061170 y VEGFR1
CFBrs12614 y SERPINF1 rs7993418 (genotipos TC/
rs1136287 (alelo C): asocia- Q).
dos con buena respuesta.  CFHrs800292(GA/AA):
asociado a macula seca a
los 12 meses,
Hermann  R,SC/ Alemania 126  rs4576072yrs6828477 del No estudiado
et al ¢ 366 Holanda gen VEGFR2: independien-
temente asociados con una
mejora de AV significativa
al afio.
Park Coh, P/ Corea 23 VEGFArs699947(AA)y Ninguno
etal.®? 273 rs833061(CC): resultado
visual favorable.
CFH rs1329428(AG/AA) y
rs1410996(CT/TT):pobre
respuesta.
Park Coh, P/ Corea 17 VEGFArs3025039(TT): ARMS?2 rs10490924(GG)
et al® 394 asociado con una mejora y HTRA1 rs11200638(GG):
> 15letras mayor reduccién de CFT
Matsumi-  R/120 Japén 2 No estudiado Pobre resolucién anatémica
ya et al.’% alos 3 meses asociada
con la combinacién de las
variantes CFH 162V + CFH
Y402H
Imaietal.  R/83 Japén 11 CFHrs1061170(CT), Ninguno
154 VEGF rs699947 y PEDF
rs1136287: mas frecuentes
entre los no respondedores.
Kitchens R/101 EEUU 10 VEGFArs699947(CC), LOC387715 rs10490924
et al 1% VEGFA rs833061(CT)y (TT): més frecuente en los
VEGFA rs1570360(GG): no respondedores.
mas frecuentes entre los no
respondedores.
Hagstrom EC, EEUU 4 Ninguno Ninguno
et al.** Estudio
CATT/
834
Abedi Coh, P/ Australia 7 VEGFA rs3025000 (TC/ No estudiado
et al.}% 201 TC): asociado con mejores

resultados de AV.

P: prospectivo; R: retrospectivo; SC: serie de casos; Coh: estudio de cohortes; EC: ensayo clinico;
MA: meta-anélisis.
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Tabla 13. Continuacién.

Autores  Disefio  Origen SNP SNP asociados con SNP asociados con
/N cohorte respuesta funcional respuesta anatomica
Lotery P, EC Gran 3 No estudiado CFH, FZD4, and HTRA1/
et al.*®* IVAN /  Bretrafia 482 ARMS2: no se encontraron
509 asociados con la respuesta.

Ninguno de los 482 SNP
obtuvo una asociacién
estadisticamente sinifica-
tiva, pero la asocacién mas
fuerte fue con rs9679290
en EPASL.

Dikmetas  P/193 Turquia 1 CFH Y402H: genotipo CC No estudiado

et al.¥’ era mas frecuente en los

malos respondedores.

Genotipo TT més frecuente
entre los buenos respon-
dedores.

Chen MA/  Estudio 1 CFHrs1061170 mostré una No estudiado
et al.’®® 1510  basadoen significativa OR total de
revision 1,68 (95% Cl, 1,09 to 2,60;
bibliogra- p =0,020; CCvs. TT para
fica la respuesta al tratamiento
(terapia fotodindmica y
antiVEGF).
Smailho- SC,R/ Canada 8 CFH rs1061170: genotipo No estudiado
dzic 397 Alemania de riesgo esté asociado con

et al.1*® Holand peores resultados de AV.
anda

Efecto acumulativo de los

alelos de alto riesgo enCFH,

ARMS2, y VEGFA: peor

respuesta y edad mas joven

de inicio.
McKibbin ~ Coh,R/ Gran 3 Mejor resultado visual en No estudiado
et al” 104  Bretrafia pacientes portadores de los

polimorfismos de riesgo de

DMAE en los genes CFH,

VEGF y HTRAL
Bolt Coh, P/ Austria 7 Genotipo G/G de rs3024997 No estudiado
et al.*® 141 y rs2010963 mostraron una

significativa peor agudeza

visual en el estudio univa-

riado.

Ninguno de los SNP estu-
diado estaba asociado con
la respuesta al tratamiento
en el analisis mulitivariado.

P: prospectivo; R: retrospectivo; SC: serie de casos; Coh: estudio de cohortes; EC: ensayo clinico;
MA: meta-anlisis.
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Tabla 13. Continuacién.

Autores  Disefio  Origen SNP SNP asociados con SNP asociados con
/N cohorte respuesta funcional respuesta anatémica
Kloecke- R/215 Suiza 8  CFHrs1061170(CC): No estudiado
ner asociado con una pobre
et al.** respuesta.

Efecto aditivo para
una buena respuesta:
CFH rs1061170 y FZD4

rs10898563.
Nischler P/197 Austria 1 Significativo peor resultado  No estudiado
etal. para AV lejana y de lectura
169 en los pacientes portadores

de CFH 402HH.

Menos pacientes con
pérdidas de AV >3 lineas
entre los del grupo de CFH

402YY.
Teper P/90 Polonia 2 Correlacién entre el geno-  Ninguno
et al 7 tipo de ARMS2 y la eficacia

de ranibizumab: pobres res-
puestas en los homicigotos
para la variante 69S.

Brantley R/86 EEUU 2 Pacientes con genotipo CC  No estudiado
et gl en CFH (Y402H) tuvieron

peores resultados que

aquellos con los genotipos

TCyTT.

P: prospectivo; R: retrospectivo; SC: serie de casos; Coh: estudio de cohortes; EC: ensayo clinico;
MA: meta-anélisis.

en otras cohortes, dado que no obtuvo resultados estadisticamente significati-
vos tras la correccién de Bonferroni debido, probablemente, al gran nimero
de SNP que fueron evaluados.

Nuestro estudio encontrd asociaciéon con cuatro SNP de los genes CFH,
SERPINFI, VEGFRI y VEGIA. Los pacientes portadores de estas variaciones
genéticas, presentaban una mejor respuesta anatomica tras el tratamiento y
una mayor resolucion del fluido intrarretiniano.

La tabla 13 da una visién clara de los genes que hasta ahora han ofrecido resul-
tados mas robustos en los diferentes estudios de farmacogenética desarrollados
en DMAE neovascular. A nivel de la respuesta funcional, VEGFA y CFH son
los genes cuyos SNP han sido relacionados en mayor nimero de ocasiones con
la agudeza visual de los pacientes tratados con ranibizumab y bevazizumab.
El hecho de que diferentes variantes de VEGFA den lugar a diferentes respues-
tas a los anttVEGF resulta comprensible, y es por este motivo por el que casi
todos los estudios de farmacogéntica lo incluyen en su analisis. El CFH es el
gen mas asociado al riesgo de padecer DMAE, con lo cual, sus variaciones
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pueden dar lugar a diferentes fenotipos de la misma patologia, y por tanto,
una diferente respuesta al tratamiento.

Nuestro trabajo senala un gen que parece implicado en la respuesta terapéu-
tica y que debe tenerse en cuenta como objetivo de investigaciéon en proximos
estudios, que es SERPINFI. Este gen parece tener una gran implicacién en los
resultados tras el tratamiento, por lo que podria ser evaluado de manera indivi-
dual en futuras cohortes para comprobar si se replican los resultados e incluso
aumenta la asociacion estadistica sin realizar la correccion para multiples prue-
bas de Bonferroni. Segtin nuestros resultados, otros genes como CFB, CFH y
VEGFRI, deberian también tenerse en cuenta como dianas farmacogenéticas.
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Fortalezas y limitaciones
del estudio

Fortalezas y limitaciones del estudio

El tamano de la muestra (403 pacientes) de nuestro estudio es uno de los mas
grandes de todos los estudios farmacogenéticos de DMAE realizados hasta
la fecha. Sin embargo, esta muestra todavia resulta insuficiente para lograr
resultados estadisticos solidos en algunas medidas, sobretodo después de la co-
rreccién por mediciones multiples de Bonferroni.

Una segunda limitacion es que evaluamos tnicamente cinco SNP (rs3025000,
rs699947, rs7993418, rs1136287 y rs12603486) de tres genes (VEGIA, VEG-
IRy SERPINFI) relacionados con la respuesta al ranibizumab. Sin embargo,
nuestros resultados sugieren que estos genes desempenan un papel importante
en las diferencias en la respuesta al tratamiento y habria sido til evaluar mas
SNP relacionados con estos genes.

Por otro lado, tal y como se ha mencionado previamente, la buena o mala
respuesta al tratamiento fue valorada no solo segtin la AV de los pacientes sino
segun los resultados de grosor central foveal medido por OCT vy segtn la ca-
pacidad para conseguir una macula seca tras el tratamiento o por el contrario
persistia el fluido. Estas medidas tomograficas hacen que la respuesta al tra-
tamiento sea valorada de una manera mas amplia y objetiva que unicamente
mediante la AV.

Nuestro estudio es un estudio de practica clinica real. Las caracteristicas de la
muestra son similares a las observadas en poblaciones de pacientes con DMAE
neovascular en cuanto a la edad, nimero de inyecciones durante el primer
ano y agudeza visual inicial y final. El seguimiento es retrospectivo, por lo que
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se minimizan los posibles sesgos genéticos con los estrictos criterios de inclu-
sion y exclusion de los ensayos clinicos o de los estudios de cohortes prospec-
tivos. Los pacientes muestran las caracteristicas habituales de los pacientes de
la consulta.
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Conclusiones

Nuestro estudio confirma la hipétesis nula, comprobando que existe una aso-
ciacidn genética y ambiental con la respuesta al tratamiento con ranibizumab
en los pacientes con DMAE neovascular.

La hipertensidn se asocia con una peor respuesta terapéutica de los pacientes
con DMAE neovascular tratados con ranibizumab.

En el estudio de asociacién de polimorfismos con la respuesta terapéutica en
los pacientes con DMAE neovascular, SERPINFI ha sido el gen con una aso-
ciacién estadistica mds robusta. Los pacientes portadores de los polimorfismos
1512603486 y rs1136287 presentaban una peor respuesta funcional y anaté-
mica al tratamiento.

El estudio muestra que los genes del complemento CFH (rs1061170 y
1s800292) y CFB (rs12614) muestran una asociacién con una buena respuesta
al tratamiento, sobretodo valorando la respuesta anatémica de los mismos.

Los polimorfismos rs7993418 de VEGEA y rs7993418 de VEGFRI se relacio-

nan con buenas respuestas anatémicas.

Los hallazgos obtenidos sugieren que la genética juega un importante papel en
la respuesta al tratamiento de los pacientes con DMAE. Las variantes genéticas
de genes relacionados con la DMAE vy sus vias de respuesta a los antiVEGE
podrian explicar las diferencias observadas en los resultados con ranibizumab
entre los pacientes que padecen esta enfermedad.
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Anexo 1. Instrucciones para toma de muestra de saliva.

Sequencing and molecular diagnostics

ecugEn

Av. Ramiro Maeziu, 9, C.1.B, 28040 | Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE)

Teléfono: 918046601

Madrid. Espafna

Analisis retrospectivo de la influencia de factores
clinicos y genéticos en la respuesta a Ranibizumab en

Fax: 918047293

laboratorio.diagnostico@secugen.es

INSTRUCCIONES PARA SOLICITUD DE ANALISIS Y TOMA DE MUESTRA DE SALIVA

Antes realizar la solicitud de analisis y la toma de muestra lea detenidamente estas instrucciones

MATERIAL

1.

Una hoja de solicitud de analisis (para 5 muestras).

2. Consentimiento informado del paciente (3 copias).
3. Kit de recogida de muestra de saliva, que incluye tres etiquetas con cédigos de barras.
4. Cuaderno de recogida de muestras.

TOMA DE MUESTRA DE SALIVA

1.

Para la toma de muestras siga estrictamente las instrucciones que figuran al dorso.
Aseglrese que el paciente entiende el procedimiento de recogida de muestra de saliva.

Es importante que el tubo para recoger la muestra sélo sea manipulado por el paciente
hasta que finalice el proceso para evitar contaminacién.

SOLICITUD DE ANALISIS Y RECOGIDA DE MUESTRAS

1

. Rellene los campos con la informacién que se solicita en la hoja de solicitud de andlisis.

Adhiera una de las tres etiquetas de las incluidas en el kit en la hoja de solicitud de
analisis. Otra etiqueta es para el cuaderno de recogida de datos de los pacientes. La
tercera etiqueta adhiérala al tubo.

Cada muestra va trazada por 3 etiquetas que tienen que llevar el mismo codigo.
Asegurese de esta correspondencia: 1 solicitud, 1 cuaderno de recogida de datos y 1
tubo muestra.

Introduzca cada tubo de muestra etiquetada en la caja original del kit y almacene éstos
hasta llegar a los 5 de la hoja de solicitud del estudio, en ese momento ya podra realizar
el envio de los 5 kits junto con la hoja de solicitud.

Los consentimientos informados deberan ser debidamente cumplimentados por los
pacientes y por el oftalmélogo autorizado en este estudio. Una de las copias se le
entregara al paciente y las otras dos se guardaran en el centro (una para el centro y otra
para el biobanco de la Universidad de Navarra). La copia del biobanco se recogera en la
monitorizacion final de cada centro.

. Péngase en contacto con el servicio de mensajeria Nacex para la recogida de la muestra,

indicando el nimero de cliente de Secugen.

Recogida de muestras:
Teléfono: 914593399
Cadigo de cliente de Secugen: 2854/1762.
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(®) oragene-oNA

Y <—— Tapadel

. .. ® ¢ embudo
Kit de recoleccion de ADN-Oragene S ' «—— Embudo

Instrucciones para el usuario ﬁ Tub
Saliva_p. 'y - ubo

- Tapa pequeiia
Instrucciones: No coma, beba, fume ni mastique chicle en los 30 minutos para el tubo
previos a entregar su muestra de saliva. L J

NO quite la pelicula de plastico de la tapa del embudo.

Preparacion: La mayor parte de la gente tarda entre 2 y 5 minutos para proporcionar una muestra de saliva
siguiendo los pasos 1 a 5. Antes de escupir, reldjese y frotese las mejillas suavemente durante 30 segundos, para
producir saliva. Si encuentra dificil producir saliva, coloque % de cucharadita de aztcar blanca de mesa en su lengua.

Llene el recipiente con saliva liquida (sin contar la espuma) hasta alcanzar el limite
que aparece en la figura nimero 1.

Mantenga el tubo en posicion vertical con una mano. Cierre la tapa con la otra mano,
como se muestra, empujando con firmeza la tapa hasta que escuche un clic fuerte.

El liquido en la tapa se liberara en el tubo para mezclarse con la saliva. Asegurese de
que la tapa esté bien cerrada.

Mantenga el tubo en posicion vertical. Desenrosque el tubo del embudo.

Tome la tapa pequena para el tubo. Use la tapa pequefa para cerrar bien el tubo.

Agite el tubo tapado durante 5 segundos. Deseche o recicle el embudo.

Uso especifi co: este producto fue disefado para tomar, de manera segura, g
una muestra de saliva humana. DNA enOTeK
Advertencia: si el liquido entra en contacto con los ojos o la piel, lave con C LR L AL LN 1)

agua. No lo ingiera.
Almacenamiento: guardese a temperatura ambiente, entre 15-30 °C.

A Advertencia: Tapa pequena, riesgo de asfi xia. Manufactured by DNA Genotek Inc.
Ottawa, ON, Canada K2K 1L1
PD-PR-118-C Issue 1.0 (Espanol) www.dnagenotek.com
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Anexo 2. Documento informativo para los pacientes.

Hoja de informacidn al paciente

Clin

Univ

CJC‘ Navg‘rra clinicos y genéticos en la respuesta a Ranibizumab en Degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE) ).

rsidad Titulo del estudio: Andlisis retrospectivo de la influencia de factores

€rsi

Investigador responsable: Dr. Alfredo Garcia Layana, Laboratorio de Oftalmologia Experimental,
Departamento de Oftalmologia, Clinica Universitaria de Navarra.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacién en el que se le
invita a participar. Nuestra intencién es que usted reciba la informacién correcta y
suficiente para que pueda evaluar si quiere o no participar en este estudio. Para ello, lea
esta hoja informativa con atencidon y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacion.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decisién y retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relaciéon con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

En la actualidad las enfermedades degenerativas de la retina son la principal causa de
ceguera en paises industrializados, la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) es
la principal causa en personas mayores de 60 afios, afectando al 25% de personas mayores
de 80 afios. Actualmente, el tratamiento de la forma hiimeda de DMAE consiste en
inyecciones intraoculares de determinados firmacos como Ranibizumab (Lucentis®).
Existen diferencias interindividuales en la respuesta al tratamiento, aunque la razén es
desconocida. Usted ha recibido este tratamiento, por lo que le invitamos a participar en el
estudio. El objetivo del presente estudio es conocer en pacientes ya tratados que variables
y en que proporcion influyen en la respuesta al tratamiento. Esto permitiria en un futuro
poder optimizar el protocolo de seguimiento y tratamiento en DMAE hiimeda.

En el caso en el que decida participar voluntariamente, rellenara un cuestionario de salud
en el que se le solicitaran datos relacionados con sus antecedentes familiares, su historia
médica y su lugar de procedencia y de residencia. Rellenar la encuesta le supondra unos
15 minutos.

El resto de los datos necesarios para el estudio serdn obtenidos de la historia
oftalmoldgica correspondientes a las visitas ya realizadas. Los datos recopilados se
codificardn y se enviaran al centro de anélisis de datos en la Universidad de Navarra.

También se le solicitard una muestra de saliva de la que se extraera su ADN de modo que
podremos estudiar los marcadores genéticos que podrian dar lugar a las diferencias que
existen en la respuesta al tratamiento en diferentes pacientes. La toma de la muestra y la
entrega y verificacion de la cumplimentacién del cuestionario de salud tendran lugar en el
centro en el que habitualmente le realizan revisiones oftalmoldgicas.



Las muestras de saliva serdn enviadas de forma codificada a SECUGEN, una empresa
encargada de realizar los andlisis de ADN, situada en Madrid..

Con este documento se le solicita su consentimiento para:

1.- Estudiar en su muestra los marcadores genéticos relacionados con la respuesta al
tratamiento con Ranibizumab (Lucentis®) en la DMAE hiimeda avanzada.

2.- Es probable que en un futuro se descubran mas genes y moléculas que puedan estar
también involucrados en el desarrollo de la DMAE. Por ello, se le solicita que autorice al
Investigador a almacenar su muestra codificada para futuros estudios en el Biobanco de la
Universidad de Navarra.

3.- Utilizar su informacién clinica generada durante el tratamiento con Lucentis® y en sus
revisiones posteriores, en la medida que sea necesaria para llevar a cabo este estudio.

4.- Contactar con usted en el futuro en el caso de que se requiera nueva informacién sobre
la evolucién de su enfermedad.

CONSIDERACIONES EN RELACION CON EL BIOBANCO

De acuerdo con la ley de investigacién biomédica (14/2007) y con el RD 1716/2011 que
regula los biobancos, usted debe saber que la muestra de saliva sera enviada a Secugen
para su andlisis. Posteriormente se guardara el sobrante en el biobanco de la Universidad
de Navarra, si usted nos da permiso.

El biobanco ofrece la posibilidad de que sus muestras sean empleadas posteriormente en
otros estudios de Investigaciéon Biomédica realizados por otros centros, nacionales o
extranjeros, siempre que hayan sido considerados de interés cientifico y que cumplan los
requisitos establecidos por un Comité de Etica.

CONSIDERACIONES EN RELACION CON LOS ANALISIS GENETICOS

Usted tiene derecho a ser informado de los resultados del estudio y de las pruebas
genéticas que se realizardan en su muestra de saliva, para lo cual debera solicitar esta
informacidn al oftalmélogo que le esta siguiendo.

Los resultados de estos estudios pueden no ser concluyentes y requerir una confirmacion
por otros investigadores, por lo que seguramente no tendran interés en el seguimiento de
su enfermedad actual.

Los resultados pueden dar lugar a patentes o desarrollos comerciales, aunque usted no
tendra derecho de naturaleza econémica sobre los resultados o potenciales beneficios que
puedan derivarse de manera directa o indirecta que se lleven a cabo con la muestra
donada.

RIESGOS Y BENEFICIOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

El raspado bucal no conlleva ninglin riesgo para su salud ni presenta ningin efecto
secundario.

La informacion generada a partir de los estudios realizados sobre su muestra podria ser
en un futuro fuente de beneficios para la salud de la poblacién, aunque no de forma
individual en su caso.



Su participacion en este estudio no le supondra ningtin gasto, el estudio esta financiado en
su totalidad por el promotor, que ha establecido un convenio econémico con el laboratorio
farmacéutico Novartis para poder llevarlo a cabo.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley 15/1999 sobre protecciéon de
datos de caracter personal. De acuerdo con esta normativa, usted consiente expresamente
a la inclusién de los datos de su historia clinica asi como los resultantes del estudio en un
fichero de datos personales bajo la responsabilidad del centro.

Usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacién, oposiciéon y cancelacion de
datos, para lo cual deberd dirigirse a su médico del estudio.

El acceso a la informacién personal quedara restringido al médico del estudio y sus
colaboradores, a las autoridades sanitarias, al comité ético de investigacion clinica y a los
monitores o auditores del promotor. Todos ellos estaran sometidos al confidencialidad
cuando precisen conocer su identidad para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, de acuerdo con la legislacidn vigente.

Tiene derecho a solicitar en cualquier momento, y sin necesidad de especificar el motivo,
la eliminacién total de las muestras donadas y de la informacién relacionada con las
mismas que en ese momento estén almacenadas.

Las muestras biolégicas y el cuestionario seran enviados con un cédigo numérico, que no
le identifique directamente, por el Oftalmdlogo responsable de cada centro al
Departamento de Oftalmologia de la Universidad de Navarra, donde seran custodiadas. De
esta manera se asegura la confidencialidad de sus datos. El Oftalmélogo responsable de
cada centro serd el encargado de custodiar el nexo entre codigo y paciente hasta la
finalizacion del estudio.

Sélo se transmitirdn a terceros los datos recogidos para el estudio que en ningln caso
contendran informacién que le pueda identificar directamente. En el caso de que se
produzca esta cesion, sera para fines de investigacién y garantizando la confidencialidad
como minimo con el nivel de proteccién de la legislacién vigente en nuestro pais.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son susceptibles de publicacién en
revistas cientificas manteniendo la confidencialidad de sus datos.

Gracias por su colaboracidn.



Anexo 3. Consentimiento informado para estudio genético.

}: Universidad
Y’ de Navarra

Biobanco

Consentimiento informado
Titulo del estudio: Andlisis retrospectivo de la influencia de factores clinicos y genéticos en la respuesta a
Ranibizumab en Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE)).

Declaraciones y firmas CODIGO |:|
Declaracion del paciente /representante/tutor/control/testigo (marcar lo que proceda):
He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado:

— Sobre las ventajas e inconvenientes de este estudio.

— Sobre el lugar de obtencién, almacenamiento y el proceso que sufriran los datos personales y
las muestras.

— Sobre el fin para el que se utilizaran las muestras y datos personales.

— Que las muestras y datos personales seran proporcionados de forma codificada a los
investigadores que trabajen con ellas.

— Que en cualquier momento puedo revocar este consentimiento y solicitar la eliminacién de
los datos personales y muestras que permanezcan archivados, sin que ello implique cambios
en mi seguimiento médico habitual.

— Que tengo derecho de acceso a los datos personales archivados.
— Que tengo derecho a saber o no saber el resultado de las pruebas.

— Que he comprendido la informacién recibida y he podido formular todas las preguntas que
he creido oportunas.

Accedo a que el médico que le ha informado en el presente estudio contacte en el futuro en caso
de que se estime oportuno afiadir nuevos datos a los recogidos en el cuestionario de salud.

s s
Conozco y comprendo que las alternativas con respecto a la donacién de muestras biolégicas

para la realizacién de estudios genéticos y de Investigacién Biomédica son las siguientes:
Deseo que se destruyan las muestras a la finalizacién del proyecto SI No

Doy mi consentimiento para la incorporacion de las muestras al Biobanco Universidad de Navarra

Si No
Nombre paciente: Firma: Fecha:
Nombre representante o testigo: Firma: Fecha:

Profesional que ha informado debidamente al participante.

Nombre: Firma: Fecha:
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: Universidad
Y° de Navarra

Biobanco

DONACION AL BIOBANCO DE DATOS Y MUESTRAS OBTENIDAS PARA LA
REALIZACION DE UN PROYECTO

Yo, D./Diia con DNI
declaro que HE SIDO INFORMADO de lo siguiente:

» El Biobanco de la Universidad de Navarra, es una unidad que almacena y distribuye muestras y datos
con fines de investigacion biomédica, en condiciones de maxima seguridad y bajo las normas éticas y
legales que protegen la confidencialidad de mis datos.

» Los datos personales que custodia el Biobanco estan integrados en un fichero con titularidad de
CLINICA UNIVERSIDAD DE NAVARRA cuya finalidad es gestionar las muestras del Biobanco. Podré
ejercer mis derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y/o oposicion, remitiendo un escrito con la
referencia “Proteccién de Datos” a la siguiente direccion: Av. Pio XII n® 36, 31008 de Pamplona, o al
Biobanco.

» Tengo derecho a recibir informacién sobre el empleo de las muestras que cedo al Biobanco y puedo
retirar este consentimiento en cualquier momento solicitandolo a mi médico, al servicio que me atiende

o al Biobanco segun consta en la informacién escrita que me han dado.

» Sé que puedo realizar esta donacién, libre y voluntariamente y que mi decisién no afectard nunca a la
atencion clinica y personal que recibo.

He comprendido la informacién y AUTORIZO que se integren en el Biobanco el material sobrante de

mis muestras y datos asociados a la finalizacién del proyecto titulado

[J He recibido un documento con toda la informacién sobre la donacién de muestras al Biobanco para su uso en
investigacion.

[J He recibido respuesta a las preguntas que he querido hacer.

[J Relleno y firmo por triplicado este esta hoja de consentimiento, firmado por la persona que me ha
informado, para quedarme una copia.

Pamplona, a de de20__

Firma del médico informante Firma del paciente informado Firma representante legal o testigo
D./Dha

Coleg. N: ¢ DNI: DN o
A causa de
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Anexos

Anexo 4. Formulario de envio de muestras.

= Analisis retrospectivo de la influencia de factores
Sequencing and molecular diagnostics clinicos y genéticos en la respuesta a Ranibizumab en
Av. Ramiro Maeztu, 9, C.1.B, 28040 Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE)
Madrid. Espana

Teléfono: 918046601
Fax: 918047293
laboratorio.diagnostico@secugen.es

INFORMACION DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL (IP)

Nombre completo IP: Dr. Luis Arias

Nombre del Centro: __Hospital de Bellvitge. Barcelona

e-mail: luisariasharquet@gmail.com

Nombre Fima
N° de Fecha responsable responsable
. toma de P de la toma ETIQUETAS OBSERVACIONES
paciente de la toma
la muestra dela
de la muestra
muestra

ADHIERA AQUI EL
CODIGO DE BARRAS

ADHIERA AQUI EL
CODIGO DE BARRAS

ADHIERA AQUI EL
CODIGO DE BARRAS

ADHIERA AQUI EL
CODIGO DE BARRAS

ADHIERA AQUI EL
CODIGO DE BARRAS

INFORMACION DEL ENVIO DE LA MUESTRA

Firma de la persona que realiza el envio de la muestra
Fecha de envio de la muestra

Asegurese de pegar una efiqueta de cédigo de barras a este formulario y ofra al tubo de la muestra correspondiente.
Adjunte este formulario junto con las muesiras debid te cumplir

INFORMACION DE RECEPCION DE LA MUESTRA (a rellenar por SECUGEN)

Firma de la persona que recepciona la muestra,
Fecha de recepcion de la muestra,
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Anexo 6. Resultados funcionales completos tras 12 meses de tratamiento.
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Anexo 11. Articulo aceptado en Acta Ophthalmologica, 2017 (pendiente de

publicacién).

Association between CFH, CFB, ARMS?2,
SERPINFI, VEGFRI and VEGF polymorphisms
and anatomical and functional response to
ranibizumab treatment in neovascular age-related

macular degeneration

23,7.%
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ABSTRACT.

Purpose: We sought to determine if specific genetic single nucleotide polymorphisms
(SNPs) influence vascular endothelial growth factor inhibition response to ranibizumab in
neovascular age-related macular degeneration (AMD).
Methods: A total of 403 Caucasian patients diagnosed with exudative AMD were
included. After a three-injection loading phase, a pro re nata regimen was followed. Nine
SNPs from six different genes (CFH, CFB, ARMS2, SERPINFI, VEGFRI, VEGF)
were genotyped. Non-genetic risk factors (gender, smoking habit and hypertension) were
also assessed. Patients were classified as good or poor responders (GR or PR) according
to functional (visual acuity), anatomical (foveal thickness measured by OCT) and fluid
criteria (fluid/no fluid measured by OCT).
Results: Hypertension was the environmental factor with the strongest poor response
iation with ranibi: b in the ical after the loading phase
(p = 0.0004; OR 3.7; 95% CI, 2.4-5.8) and after 12 months of treatment (p = 1075
OR 2.3; 95% ClI, 1.5-3.4). The genetic variants rs12614 (CFB), rs699947 (VEGFA) and
rs7993418 (VEGFRI) predisposed patients to a good response, while rs12603486 and
rs1136287 (SERPINFI) were d with a poor r The protective genotype of
rs800292 variant (CFH) was also associated with a poor anatomical response (p 0.0048).
Conclusion: All these data suggest that genetics play an important role in treatment
response in AMD patients.

Key words: age-related macular degeneration — choroidal neovascularization

study — ranibizumab

pharmacogenetic

Acta Ophthalmol.
© 2017 Acta Oy ic ica F

by John Wiley & Sons Ltd
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Introduction

Age-related  macular  degeneration
(AMD) is a chronic, progressive disease
of the central retina. Macular changes
related to ageing are typically classified
into one of four categories: normal age-
related changes, early AMD, interme-
diate AMD or late AMD (Ferris et al.
2013). Most visual loss happens in late
AMD due to neovascular (i.e., wet
AMD) or geographic atrophy (dry
AMD; Lim et al. 2012). Age-related
macular degeneration (AMD) is the
leading cause of low vision and legal
blindness in adults in developed coun-
tries, and its prevalence is expected to
increase in the next few decades. While
no good treatments have yet been found
for dry AMD, effective treatments—
primarily the wuse of antivascular
endothelial growth factor (anti-VEGF)
inhibitors—are available for wet AMD
(Rasmussen et al. 2017). However,
these require repeated and expensive
intravitreal injections that cannot be
delayed (Real & Luna 2016) and fre-
quent ophthalmological examinations,
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thus making treatment costly and time
consuming, so AMD is likely to become
an increasingly challenging problem for
healthcare systems worldwide (Rein
et al. 2006; Kume et al. 2016; Wu et al.
2016).

Age-related macular degeneration
(AMD) is a multifactorial disease influ-
enced by age, genetic and environmen-
tal factors, such as smoking, obesity,
hypertension and cardiovascular dis-
ease (Sobrin & Seddon 2014). Numer-
ous reports have found that certain
genetic variants are strongly associated
with a high risk of developing AMD,
concluding that AMD heritability is as
high as 71% (Edwards et al. 2005;
Haines et al. 2005; Klein et al. 2005;
Seddon et al. 2005; Holliday et al.
2013; The AMD Gene Consortion
2013; Dietzel et al. 2014; Lechanteur
et al. 2015). It is a polygenic disease
and multiple common genetic variants
contribute to its development (Chen
et al. 2010; Arakawa etal. 2011;
Almeida et al. 2013; Holliday et al.
2013; Fritsche et al. 2014; Black &
Clark 2016). Genetic loci from several
different pathways may be involved in
the development and progression of
AMD, including genes associated with
lipid and extracellular matrix dysregu-
lation, DNA repair, immune response
and inflammation. One of the most
important pathways associated with
AMD are the complement cascade
genes (Klein et al. 2005; Patel et al.
2008; Recalde et al. 2008; Gorin 2012;
Martinez-Barricarte et al. 2012; Sobrin
& Seddon 2014; Grassmann et al.
2015; Hall et al. 2015). Many gen-
ome-wide association studies have been
performed in this field in recent years,
and as a result the number of SNPs
associated with the risk of developing
AMD has increased (Neale et al. 2010;
Arakawa et al. 2011; Fritsche et al.

2016).
Age-related macular degeneration
(AMD) treatments have improved

greatly in recent decades. Although
photodynamic therapy was proven
effective in reducing the rate of visual
loss nearly 20 years ago (American
Academy of Ophthalmology 2000),
the development of anti-VEGF therapy
revolutionized the treatment of AMD
due to the encouraging outcomes in
preventing visual loss and increasing
visual acuity (VA) (The Eyetech Study
Group 2003). Many patients are now
able to maintain their vision, with a

third of patients gaining 15 letters or
more (Rosenfeld et al. 2006), and with
less visits thanks to new treatment
regimens (Kvannli & Krohn 2017).
However, despite the good results for
most patients, there is a subgroup of
patients that not only fail to recover
their vision, but also continue losing
VA despite treatment (Kanoff & Miller
2013).

At present, it is not possible to
predict which patients will respond to
treatment. If we could predict the likely
response to ranibizumab before treat-
ment, it would be possible to alter the
treatment  approach in  patients
expected to be poor or non-responders.
In such cases, we could monitor the
patients more closely, use more active
treatment regimens or administer (in
the future) new targeted drugs. Several
studies have attempted to determine if
genetic factors predispose patients with
late AMD to a poor response to anti-
VEGEF therapy (McKibbin et al. 2012;
Abedi et al. 2013a,b; Kanoff & Miller
2013; Park et al. 2014a). However, the
results to date have been ambiguous.
Indeed, rather than clarifying this issue,
the available research appears to have
generated more confusion, perhaps due
to methodological and demographic
differences among the various studies.
These studies range from clinical trials
with highly restrictive inclusion and
exclusion criteria that do not reflect the
usual conditions of daily clinical prac-
tice to clinical studies with small sam-
ple sizes that do not evaluate genes
related to anti-VEGF response.

Given this context, particularly the
scant data in real-life clinical samples,
we carried out the current retrospective
study to examine nine SNPs from six
different genes previously associated
with AMD, including complement and
angiogenesis genes as well as genes
related to anti-VEGF response. The
main aim was to determine whether
the presence of these SNPs was associ-
ated with anatomical and functional
response to ranibizumab treatment in a
cohort of Spanish patients treated in
real-life clinical practice.

Materials and Methods

Study subjects

This study included 403 eyes from 403
consecutive Caucasian patients (230
women and 173 men) diagnosed with

unilateral exudative AMD. It is a
retrospective, observational, multicen-
ter, cohort study conducted between
January 2015 and May 2016. All
patients were treated with intravitreal
ranibizumab injections according to
the Spanish Vitreo Retinal Society
(SERV)  guidelines  (three-injection
loading phase followed by a pro re
nata [PRN] treatment regimen). Our
study population was retrospectively
recruited from six Spanish tertiary care
Hospitals (all members of the Spanish
Multicenter Group on AMD and the
“Red Tematica de Investigacion Coop-
erativa en Salud,” RD07/0062).
General inclusion criteria were as
follows: diagnosis of AMD with active
subfoveal or juxtafoveolar choroidal
neovascularization (CNV) confirmed
by fluorescence angiography (FA) and
optical coherence tomography (OCT)
and treated with ranibizumab. Exclu-
sion criteria were as follows: previous
treatment with photodynamic therapy
or another antiVEGF drug; previous
vitrectomy in the study eye; tractional
maculopathy and/or epiretinal mem-
brane on the OCT; corneal or lens
opacities; lack of integrity of the pos-
terior lens capsule; presence of other
retinal diseases associated with CNV;
and presence of central serous chori-
oretinopathy. All patients completed a
demographic questionnaire and gave
permission for inclusion in a database
(Data protection consent) and written
informed consent in accordance with
the Declaration of Helsinki and with
the institutional ethics review boards of
the Clinica Universidad de Navarra.

Clinical data collection

Patients underwent a complete oph-
thalmic examination at every consulta-
tion, including determination of best
corrected visual acuity (BCVA) mea-
sured with ETDRS charts at 4 m
distance, slit-lamp examination, fundus
examination and spectral domain opti-
cal coherence tomography (SD-OCT).
Central foveal thickness (CFT) and the
presence of persistent or recurrent
intraretinal or subretinal fluid were
assessed by SD-OCT. At the initial
consultation, a FA was performed to
determine the type of lesion and the
size of the neovascular complex.
Angiographic subtypes were defined
as follows: predominantly classic, min-
imally classic or occult. Re-treatment
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criteria in the monthly consultations
after the first three injections were as
follows: persistent or recurrent fluid on
SD-OCT, loss of >5 letters, new mac-
ular haemorrhage or CFT increase
>100 pm.

Response evaluation criteria

Patients were classified into two
groups—good or poor responders (GR
or PR)—for a binomial calculation,
according to their response to ranibizu-
mab treatment on the study criteria.
Good responders were defined as fol-
lows: patients with a gain of >5 letters of
VA measured by ETDRS (functional
criteria); reduction of CFT measured by
OCT (anatomical criteria); and absence
of fluid on OCT (fluid criteria). Poor
responders (PR): patients with a gain of
less than 5 letters, without reduction in
CFT and persistence of fluid on OCT.

Central foveal thickness was mea-
sured at the foveola (between retinal
inner surface and retinal pigment
epithelium) by OCT at baseline, after
the loading phase and after 12 months
of treatment. Patients with stable CFT
or with an increase in CFT were
classified as non responders. Patients
with a reduction in CFT were classified
as good responders.

Non-genetic risk factors (gender,
age, age of diagnostic, tobacco and
hypertension) were also assessed.
Smoking was defined as active and ex-
smokers of <20 years.

Genotyping

We reviewed the published literature
on genetic associations in AMD and
VEGF response to identify the SNPs
that showed the most significant asso-
ciations with AMD (CFH, CFB,
ARMS2, SERPINFI, VEGFRI and
VEGF) and genes that play an impor-
tant role in the angiogenesis pathway
and were good candidates to explain
difference in treatment response. These
SNPs were selected for this study.
Genomic DNA was extracted from
oral swabs using QIAcube (QIAGEN,
Valencia, CA). DNA samples were
genotyped using nine SNPs from six
different genes (CFH, CFB, ARMS2,
SERPINFI, VEGFRI and VEGF) to
assess their influence on response to
ranibizumab. Genotyping was per-
formed by multiplex PCR and minise-
quencing. All SNPs analysed in this

Table 1. Characteristics of the candidate SNPs genotyped.

dbSNP ID Gene Chromosome region Major/Minor allele HWE
rs1061170 CFH 1932 T/C 0.54
15800292 CFH 1932 G/A 0.77
1s10490924 ARMS2 10g26.13 G/C 0.54
rs1136287 SERPINFI 17p13.3 /T 0.59
1512603486 SERPINFI 17p13.3 G/A 0.72
1s7993418 VEGFR 13q12 Cc/T 0.65
153025000 VEGFA 6pl2 C/T 0.05
1699947 VEGFA 6pl2 A/C 1
rs12614 CFB 6p21.3 /T 0.13

SNP = Single nucleotide polymorphism (dbSNP1D); HWE = exact test for Hardy—Weinberg

equilibrium.

report were in Hardly—Weingberg equi-
librium. The characteristics of the can-
didate polymorphisms are listed in
Table 1.

Statistical analysis

The continuous variables (current age
and age at diagnosis) were divided into
two groups, and the median value for
these variables was used as a cut-off
point and codified as categorical vari-
ables. A multivariable logistic regres-
sion model was used to study the
association between the nine SNPs
and patient response (good or poor
responder) to ranibizumab. The model
was adjusted to account for environ-
mental variables, which were included
as covariates in the regression model.

A univariate logistic regression,
adjusted for all covariates, was used
to estimate the odds ratios (OR) and
95% confidence intervals (95% CI)
using SNPStats software (Sole et al.
2006). Analyses were performed for
each genetic variant independently of
other variants using codominant, dom-
inant, recessive and/or overdominant
genetic models based on Akaike infor-
mation criteria (AIC), which chooses
the inheritance model that best fits the
data. Correction for multiple testing
was performed using the Bonferroni
method. For all analyses, p < 0.05 was
considered statistically significant. A
multivariate logistic regression was also
performed.

Results

The study included 403 patients (230
women and 173 men). The demographic
and clinical characteristics of the study
population are summarized in Table 2.
Patients were classified into two groups

according to their response (good or
poor response) to ranibizumab on the
following variables: VA (functional cri-
teria), macular thickness measured by
OCT (anatomical criteria) and presence
or absence of fluid measured by OCT
(fluid criteria). There was no statistical
significant difference between groups in
the number of injections received in
12 months (p > 0.05).

Our data show that hypertension was
a clear risk factor for a poor anatomical
response. A comparison of the whole
group to the good responder group
subset after the loading phase
(p = 0.048; OR, 0.7; 95% CI, 0.5-0.9)
and after 12 months of treatment
(p = 0.003; OR, 0.6; 95% CI 0.4-0.8)
revealed a significant statistical differ-
ence. This difference was even greater
when comparing the presence of hyper-
tension in good responders versus poor
responders after the loading phase
(p = 0.0004; OR 3.7; 95% CI, 2.4-5.8)
and after 12 months of treatment
(p = 0.00001; OR 2.3;95% CI, 1.5-3.4).

Smoking was found to be a risk factor
for not achieving a dry macula at
12 months of treatment (GR versus PR:
p = 0.036; OR, 1.7; 95% CI, 1.1-2.7).
Females were more likely to present a
poor anatomical response at 12 months
of treatment (GR versus PR: p = 0.036;
OR, 1.7;95% CIL, 1.1-2.7).

Table 3 shows the pharmacogenetic
results of the univariate analysis after
the loading phase. On VA measures, the
A allele of rs12603486 (SERPINFI) was
associated with a risk of poor response
(OR 2; 95% CI, 1.4-3; p=2 x 1074
corrected p, 0.0018). In the recessive
model, the GG/GA genotypes versus
AA genotype were associated with a
poor functional response (OR, 4.4; 95%
CI, 1.0-10.0; p=5 x 107 corrected
p, 0.0045).
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poor responders; OR = odds ratio; CI = confidence interval; VA = visual acuity; CFT = central foveal thickness.

*p < 0.05 versus General Data.

*p < 0.05 GR versus BR.
£p <0.001 GR versus BR.

GR = good responders; PR

In the overdominant model, patients
with the C/T versus the C/C-T/T
genotype at rs12614 (CFB) were more
likely to achieve better VA results (OR
0.5; 95% CI, 0.2-0.9; p = 0.03; cor-
rected p, 0.27), although this result was
no longer significant after the Bonfer-
roni correction.

In terms of anatomical outcomes
after the loading phase, the G allele of
rs1136286 (SERPINFI) was associated
with less reduction in CFT (OR 1.5;
95% CI, 1.1-2.0; p = 0.02; corrected p,
0.18), but without reaching significance
after the Bonferroni correction. The
T/C-C/C versus T/T genotypes of
rsl061170 (CFH) and r1s7993418
(VEGFRI) were both associated with
a better anatomical response in the
dominant model (p=0.04 and
p = 0.02, respectively). In the recessive
model, AA versus GG/GA of rs800292
(CFH) was associated with a poor
anatomical response (p 0.0048; cor-
rected p, 0.043).

Table 4 summarize the pharmacoge-
netic results of the univariate analysis
after 12 months of treatment. The C
allele of rs1136287 (SERPINFI) was
associated with less reduction in CFT
(OR 1.7; 95% CIL 1.1-2.8; p = 0.02;
corrected p, 0.18). On the dominant
model, patients with C/T-C/C geno-
types were 2.1 times (95% CI, 1.1-4.2;
p = 0.03; corrected p, 0.27) more likely
to have a poor anatomical response
than patients carrying the T/T geno-
type. On the overdominant model, the
C/T genotype of rs7993418 (VEGFRI)
was associated with a good anatomical
response (OR 0.5, 95% CI, 0.2-0.9;
p = 0.03; corrected p, 0.27), but this
finding was not statistically significant
after Bonferroni correction.

In terms of the presence or absence
of intraretinal fluid in the OCT at
12 months, the A allele of rs800292
(CFH) was more prevalent in patients
that had not achieved a dry macula
(OR 1.7; 95% CIL, 1.1-2.7; p = 0.02;
corrected p, 0.19). G/A and A/A were
the most prevalent genotypes in this
group of persistent intraretinal fluid
according to the dominant model (OR
1.8; 95% CI, 1.1-3.1; p = 0.028; cor-
rected p, 0.25).

None of the other SNPs evaluated in
this study showed any statistically sig-
nificant association with ranibizumab
response.

Table 5 summarize the results of the
multivariate logistic regression analysis,
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Table 3. Relevant results after de loading phase.

Allele

Allele

Corrected
p-value**

Genetic
model

Genotype
freq (%)

Allele OR

(95%CI)

Corrected
p-value**

Uncorrected

p-value*

OR (95%CI)

p-value*

Genotype

MAF

Alleles

Gene

SNPs

Functional response

0.5 (02-0.9)

0.03 0.27

Ov

0.02
0.04
0.05
0.19

0.72

CC/CT/TT

0.7 (0.3-12)

CFB cT GR:T,0,15 0.13
PR:T,0,

rs12614

0.14
0.43
0.47

5% 1074 0.0045 4.4 (1.9-10.0)

Re

0.52
0.34

GG/GA/AA

0.0018 2.0 (1.4-3.0)

GR:A0,27  0.0002

PR:A,0,43

G.A

SERPINFI

rs12603486

Anatomical response

Central Foveal thickness

rs1061170

0.041 0.36 0.5 (0.2-0.9)

0.27
0.42

0.43
0.31

1
7

0.
0
0

CC/CT/TT

0.7 (0.4-1.1)

0.096

Jg
&
O

CT

CFH

GR:A,0.13
PR:A0.14

NA (0.0-NA)

0.0048 0.043

Re

0.26

AA/GA/GG

G.A 0.729 1.1 (0.6-2.1)

CFH

rs800292

0.6 (0.3-1.3)

0.11

Do

0.05
0.2
0.

0.4
0.5

0.5

GG/GA/AA

0.65 (0.4-1.0)

0.04

G.A

SERPINFI

rs12603486

GR:A,0,37

Do 0.01 0.13 0.4 (0.2-0.9)

0.43
0.26

0.

CC/TC/TT

x5
?
“
S
-
S

VEGFRI

rs7993418

0.02

PR:C.,0.15

Fluid response

1.78 (1.1-3.1)

0.34

Ov

0.78
0.70

0.19
0.27
0.52

0.03

AA/GA/GG

14 (09-2.2)

CFH G.A GR:A0.12 0.126
PR:A,0.17

rs800292

0.6 (0.4-0.9)

0.39

0.044

0.23

AA/CA/CC

0.8 (0.6-1.0)

CA GR:A,049  0.136
PR:A,0.43

VEGFA

1699947

poor responders; OR = odds ratio; CI = confidence interval; Do = dominant; Re = recessive;

minor allele frequency; GR = good responders; PR

Genotype freq = genotype frequency;: MAF

Ov = overdominant.

* Uncorrected p-value: value from logistic regression model; p-value significance <0.05; ** p-value corrected for multiple testing using Bonferroni method.

which confirmed the results obtained on
the univariate analyses. The multivari-
ate analysis was adjusted to account for
environmental variables and all the
analysed SNPs, which were included
as covariates in the regression model.
After the loading phase, variants of the
SERPINFI, VEGFRI and VEGFA
genes were strongly associated with
ranibizumab response. Environmental
factors such as tobacco smoking and
hypertension, and also female gender
and age, were also associated with
treatment results. Elderly patients
(>group mean age: 80 years old) appear
to have better outcomes with ranibizu-
mab treatment compared to non-
elderly.

We also analysed the association
between these SNPs and continuous
variables such as CFT and VA. Inter-
estingly, patients who had a protective
genotype (AA) for neovascular AMD
of rs800292 (CFH) had better pre-
treatment VA than patients with other
genotypes  (AG/GG), but their
response to ranibizumab was signifi-
cantly inferior in terms of VA after the
first injection and after the loading
phase. They improve more gradually
than patients with AG/GG genotypes,
who have an intense response during
the firsts 3 months of treatment, with a
final stabilization. Nevertheless, their
final VA at 12 months was worse than
patients with AA genotype.

Discussion

The number of patients evaluated in
the present pharmacogenetic study is
among the highest reported to date. We
hypothesized that the variable response
to anti-VEGF treatment observed in
clinical practice could be explained by
genotype. We analysed not only AMD
risk genes, but also genes associated
with VEGF regulation such as SER-
PINFI, VEGFA and VEGFR. We
found—for the first time—that the
presence of SERPINFI is associated
with poor outcomes in terms of VA
and decreased CFT. CFH, VEGFA and
VEGFRI genes, are associated with
treatment response. Finally, our data
confirm that certain environmental fac-
tors, particularly hypertension, have an
important influence on treatment out-
comes.

It is well-known that genetic factors
play an important role in the patho-
genesis of AMD. In recent years, many
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OR (95%CI)

Corrected
p-value**

p-value*

Genetic
model

Genotype
Genotype freq (%)

Allele OR

(95%CI)

Corrected
p-value**

Allele

Allele
Uncorrected
p-value®

MAF

Alleles

Table 4. Relevant results at 12 months.
Gene

SNPs

Anatomical response

Central Foveal thickness

2.1 (1.1-4.2)

0.27

Do

0.54
0.37
0.55
0.68

0.37
0.47
0.42
0.26

CC/TC/TT 0.08

1.7 (1.0-2.8)

18

GR:C,0.27 0.02 0.

T.C

SERPINFI

rs1136287

0.5 (0.2-0.9)

0.03 0.27

Ov

3

0.0

CC/TC/TT

0.7 (0.4-1.3)

<
Pt

VEGFRI

157993418

0.07

Fluid response

1.8 (1.1-3.1)

0.028 0.25

Do

0.79
0.69

0.19
0.27

0.02

AA/GA/GG

19 1.7 (1.0-2.7)

CFH G.A GR:A0.11 0.022
PR:A0.17

rs800292

0.04

confidence interval; Do = dominant; Re = recessive;

poor responders; OR = odds ratio; CI

minor allele frequency; GR = good responders; PR

genotype frequency; MAF =

Genotype freq

Ov = overdominant.

* Uncorrected p-value: value from logistic regression model; p-value significance <0.05; ** p-value corrected for multiple testing using Bonferroni method.

studies have investigated the impact of
genetic variants on anatomical and
functional response to treatment in
AMD patients (Brantley et al. 2007;
Imai et al. 2010; Kloeckener-Gruissem
et al. 2011; Boltz et al. 2012; Smail-
hodzic et al. 2012; Hagstrom et al.
2013; Kitchens et al. 2013). Naturally,
given the high prevalence of AMD and
its corresponding high treatment-
related costs on healthcare systems
(Hernandez-pastor et al. 2008; Kume
et al. 2016; Wu et al. 2016), retinal
specialists are eager to ascertain if it is
possible to predict treatment outcomes.

Most studies of AMD are clinical
trials, with all the benefits and draw-
backs that entails: strict inclusion and
exclusion criteria, high homogeneity
but less representative of general pop-
ulation, and with a possible genetic
bias. By contrast, this was a retrospec-
tive study of daily clinical practice that
included a large sample of AMD
patients that is highly representative
of the neovascular AMD population in
Spain. As a result, the external validity
of our study is high.

After a first pilot study conducted
with a small sample size and analysing
only three SNPs (4RMS2 rs10490923,
CFH 151410996 and  HTRAI
rs11200638), where no association with
ranibizumab response was found
(Cruz-Gonzalez et al.  2016), we
decided to conduct a study increasing
sample size and studying genes not
only related with AMD risk, but also
with VEGF and their receptor. We
grouped patients into one of two
groups—good or poor responders—
according to their response (VA and
anatomical) to ranibizumab treatment
at two time points: after the loading
dose and after 12 months of follow-up.
Because VA can be a subjective mea-
sure and may not correlate well with
changes in macular anatomy detected
on OCT, we evaluated treatment
response using both VA measures and
tomographic results. For this reason,
we used CFT and the presence or
absence of intraretinal and subretinal
fluid as objective measures.

SERPINF1 (or PEDF) is a protein
secreted by human retina pigment
epithelial cell. It is a potent antiangio-
genic agent that inhibits the migration
of endothelial cells. SERPINF1 also
contributes to the regulation of blood
vessel growth in the eye by creating a
permissive environment for angiogenesis
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Table 5. Multivariable logistic regression analysis at loading phase and 12 months.

12 months

Loading phase

95% CI

95% CI

Lower  upper

OR

Sig

B

Genotype/values

Gene

Variable

Lower  Upper

OR

Sig

B

Genotype/values

Gene

Variable

FUNCTIONAL RESPONSE

FUNCTIONAL RESPONSE

0.000  0.56

—0.57

Constant
ANATOMICAL RESPONSE

0.04
0.07

0.058  0.21
0.17
2.96

—1.57
—1.75

CFB

rs12614

0.43

0.000
0.205

G/G

SERPINFI

512603486

Constant
ANATOMICAL RESPONSE

Central Foveal Thickness

1.09

—0.74  0.036 048 024 0.95
6.21
9.65

>80.8 years

Age (old)

yes

Hypertension

rs1136287

Constant
Fluid Response

Central Foveal Thickness

c/c

SERPINFI

0.99
0.98

0.41
0.19

0.64
0.43
0.

0.048
0.046
0.73

—0.45
—0.86
—0.33

>80.8 years

G/G

Age (old)

0.009 038

—-0.96

SERPINFI

1512603486

Constant
Fluid Response

335
4.30

0.011 1.98 1.17
1.22

0.69

Female
Yes

Gender

Tobacco

1.53 095 2.46
0.92 35

0.075

0.43

Yes

Hypertension
1r$699947

0.000  0.38

—0.98

Constant

c/c

VEGFA

—0.80  0.001 045 0.72
0.95

—0.05

>80.8 years

Age (old)
Constant

0.880

95% confidence interval. Age (old): patients with >80.8 years old (mean age of the

multivariate logistic regression value; Sig = p-value significance (<0.05); CI 95%

Reference: Good response. B

group).

when oxygen is limited and an inhibi-
tory environment when oxygen concen-
tration is normal or high (Dawson et al.
1999). Given the important role of
SERPINFI in the angiogenesis path-
way, it is not surprising that this protein
could be an important biomarker
in AMD pharmacogenetics. Several
authors have studied the association
between SERPINFI (rs1136287) and
visual outcomes after intravitreal beva-
cizumab or ranibizumab (Imai et al.
2010; Park etal. 2014a,b), without
finding any significant association
between this SNP and post-treatment
functional and/or anatomical outcomes.
However, ours is the first pharmacoge-
netic study of AMD to include
rs12603486. Ours is the first study to
find a statistically significant association
between both SERPINFI  SNPs
(rs12603486 and rs1136287) and visual
and tomographic outcomes after rani-
bizumab treatment.

CFH is a regulator of the basal
activation of the alternative pathway
of the complement cascade, and
thus, it has an anti-inflammatory role
(Thakkinstian et al. 2006). The inflam-
matory pathogenesis theory is sup-
ported by the existence of multiple
complement-related AMD risk alleles
(Maller et al. 2006; Francis et al. 2009;
Sobrin & Seddon 2014).The rs1061170
of CFH has been associated with all
forms of AMD in various populations
worldwide (Edwards et al.  2005;
Haines et al. 2005; Leveziel et al.
2011). We found that the CC genotype
of rs1061170 in CFH (the principal risk
genotype) was significantly associated
(before Bonferroni correction) with a
better anatomical response after the
ranibizumab loading phase. Our results
suggest that AMD patients who carry
the risk allele will respond initially
better to ranibizumab in terms of
anatomical outcomes than patients
without this allele. This finding seems
to contradict the results of other stud-
ies in which outcomes (VA, number of
injections) were worse in patients car-
rying the risk genotype of CFH
rs1061170 (Brantley et al. 2007; Lee
et al. 2009; Imai et al. 2010; Francis
2011; Kloeckener-Gruissem et al. 2011;
Nischler et al. 2011; Smailhodzic et al.
2012; Shah et al. 2016). Nevertheless,
our findings are consistent with those
reported by McKibbin et al. (2012).
Those authors hypothesized that
patients carrying AMD risk alleles
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would benefit most from anti-VEGF
therapy. We found that risk genotype is
associated with better anatomical
response but not better functional
response. However, after Bonferroni
correction, this result was not statisti-
cally significant and was not confirmed
at 12 months of follow-up.

Figure 1A-D show the differences in
VA and CFT between genotypes of
rs800292 in CFH. Patients with the AA
genotype (protective genotype) pre-
sented significantly better VA and less
CFT before treatment and the loading
phase, but also had persistent intra-
retinal fluid after 12 months of treat-
ment. Patients with this genotype
appear to show a better initial profile,
but they have a sustained VA improv-
ing after treatment, comparing with the
intense response of the patients with a
high-risk profile (GA/GG genotypes).
In these patients, we suspect that the
protective genotype of rs800292 could
cause AMD patients to develop a less
aggressive form of wet AMD, and thus,
the anti-VEGF response (especially
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Fig. 1. (A) Evolution of VA in patients carrying the protective genotype (AA) and risk genotypes
(AG/GG). (B) Change in relative VA in AA group versus AG/GG group. (C) Evolution of CFT in
patients carrying the protective genotype (AA) and risk genotypes (AG/GG). (D) Change in
relative CFT in AA group versus AG/GG group.

Table 6. Summary of the recent pharmacogenetic studies in wet AMD.

Study Design/ SNPs SNPs associated with SNPs associated with
Authors Number of patients  Cohort origin studied  functional response anatomical response
Our study Retrospective/403 Spain 9 - SERPINFI rs12603486(GA/GG): - Good response: SERPINFI
associated with a poor response s 1136287(G allele), CFH
- CFB 1512614 and SERPINFI rs1136287 151061170 and VEGFRI
(C allele): associated with good response  rs7993418 (TC/CC
genotypes)

- CFHrs800292(GA/AA):
associated with dry macula
at 12 months

Hermann et al.  Retrospective/366 Multicenter, 126 rs4576072 and rs6828477 in the VEGFR2  Not studied
(2014) Europe gene that were independently associated
with a significantly better visual outcome
Park et al. Prospective cohort Korea 23 - VEGFA 15699947(AA) and rs833061 None
(2014a) study/273 (CQ): favourable visual outcome
- CFH rs51329428(AG/AA) and rs1410996
(CT/TT):poor response
Park et al. Prospective cohort Korea 17 VEGFA rs3025039(TT) associated with ARMS? rs10490924(GG) and
(2014b) study/394 visual improvement of >15 letters HTRAI rs11200638(GG):
greater CFT reduction
Matsumiya Retrospective/120 Japan 2 Not studied Poor anatomical resolution at
et al. (2014) 3 months was associated
with the combination of
CFH 162V + CFH Y402H
variants
Tmai et al. Retrospective study/  Japan 11 CFH r51061170(CT), VEGF rs699947 and ~ None
(2010) 83 PEDF rs1136287: more frequently in non
responder group
Kitchens et al. Retrospective study/  USA 10 VEGFA 15699947(CC), LOC387715 rs10490924(TT):

(2013) 101 VEGFA rs833061(CT) and more likely to be non
VEGFA rs1570360(GG): more likely to be  responders
non responders
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Table 6. (Continued).

Study Design/ SNPs SNPs associated with SNPs associated with
Authors Number of patients ~ Cohort origin studied  functional response anatomical response
Hagstrom et al. ~ Clinical Trial USA 4 None None
(2013) CATT study/834
Abedi et al. Prospective cohort Australia 7 VEGFA rs3025000(TC/TC): associated Not studied
(2013b) study/201 with better VA outcomes
Lotery et al. Prospective Clinical United Kingdom 3 Not studied - CFH, FZD4, and HTRAI|
(2013) Trial IVAN/509 482 ARMS? genes were not
found to be significantly
associated with responder
status
- None of the 482 SNPs have
significant association, but
the strongest association was
for 19679290 in EPASI
Dikmetas et al. ~ Prospective/193 Turkey 1 CFH Y402H: CC genotype more frequent  Not studied
(2013) in bad responders. TT genotype more
frequent in good responders
Chen et al. Meta-analysis/1510 Literature 1 CFH 151061170 showed a significant Not studied
(2012) based study summary OR of 1.68 (95% CI, 1.09 to
2.60; p = 0.020; CC versus TT for
treatment response to photodynamic
therapy and antiVEGF
Smailhodzic Retrospective case Canada 8 CFH 151061170 high-risk genotype is Not studied
et al. (2012) series study/397 Germany associated with worse VA outcomes
Holland Cumulative effect of high-risk alleles in

CFH, ARMS2, and VEGFA: worse
response and younger age of onset

McKibbin et al.  Retrospective United Kingdom 3 Better visual acuity outcome in CFH, Not studied
(2012) Cohort study/104 VEGF and HTRAI AMD risk
polymorphisms.
Boltz et al. Prospective cohort Austria 7 - G/G genotype of rs3024997 and Not studied
(2012) study/141 152010963 showed significantly lower
visual acuity in the univariate analysis.
- None of the SNPs studied were
associated with treatment response in the
multivariate analysis.
Kloeckener- Retrospective study/  Switzerland 8 CFH r51061170(CC): associated with poor ~ Not studied
Gruissem 215 responders
etal. (2011) Additive effect for better response: CFH
rs1061170 and FZD4 rs10898563
Nischler et al. Prospective study/ Austria 1 - Significant worse outcome for distance Not studied
(2011) 197 and reading visual acuity in the CFH
402HH genotype group
- Less patients who lost 3 or more lines in
CFH 402YY group
Teper et al. Prospective/90 Poland 2 Correlation between the ARMS2 None
(2010) genotype and ranibizumab efficacy: poor
response in the homozygous for the 69S
variant
Brantley et al. Retrospective/86 USA 2 Patients with the CFH (Y402H) CC Not studied

(2007)

genotype fared significantly worse than
did those with the CFH TC and TT

genotypes,

after the loading phase) may be less
effective. In the case of rs1061170
(CFH), the effect could be the oppo-
site.

Another important anti-VEGF-
related gene is VEGFRI. This gene
encodes for a tyrosine kinase receptor
(TKR) and transmits signalling from
several members of the VEGF family.

The VEGFRI signalling route plays an
important role in angiogenesis as well,
particularly in pathological conditions
such as AMD (Huang et al. 2011). We
found that VEGFRI-E28 r1s7993418
was associated with a good anatomical
result after the loading phase and after
12 months of treatment. The associa-
tion between this gene and anti-VEGF

treatment response was previously
studied by Hermann et al. (2014) with-
out finding any relation.

In addition to certain genetic asso-
ciations, environmental factors such as
hypertension, age, gender and smoking
habit have also been associated with
ranibizumab response (Chakravarthy
et al. 2010). According to our results,
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not only hypertension is the environ-
mental factor most strongly associated
with AMD development but also it is
associated with a poor ranibizumab
response, a finding that has not been
previously described. All these environ-
mental factors could explain pharma-
cogenetic discrepancies between
cohorts of patients from different coun-
tries.

Among the most important pharma-
cogenetics studies of AMD (Table 6),
only the investigation conducted by
Park et al. (2014b), Kitchens et al.
(2013), Matsumiya et al. (2014) and
Lotery et al. (2013) found statistically
significant results in terms of anatom-
ical response to anti-VEGF therapy.
Park and colleagues reported that
ARMS2 (rs10490924) and HTRAI
(rs11200638) were associated with a
greater reduction in CFT. Kitchens
etal. found that LOC387715
(rs10490924) was associated with a
poor anatomical result. Matsumiya
et al. observed poor resolution of the
intraretinal fluid in patients with the
combination of the variants CFH 162V
+ CFH Y402H. In the IVAN study,
Lotery et al. found no statistically
significant association between the
nearly 500 SNPs assessed and the
anatomic response, although the one
with the strongest result was rs9679290
in EPAS. Our findings show that
other genetic variants: SERPINFI
(rs1136287), VEGFRI  (rs7993418)
and CFH (rs800292), are associated
with good anatomical results.

The primary genes associated with
VA outcomes are VEGFA and CFH, as
shown in Table 5 (Imai et al. 2010;
Kloeckener-Gruissem et al.  2011;
Smailhodzic et al. 2012; Abedi et al.
2013a; Hagstrom et al. 2013; Kitchens
et al. 2013; Park et al. 2014a,b). In our
study, the strongest associations in
functional response were observed with
SERPINFI, CFB, CFH and VEGFRI.

Study strengths and limitations

The sample size (404 eyes) of our study
is among the largest of all pharmaco-
genetic studies of AMD conducted to
date. However, this sample was still
insufficient to achieve strong statistical
results on some outcome measures. A
second limitation is that we evaluated
only five SNPs (VEGFA, VEGFA-P,
VEGFR and two SNPs of SERPINFI)
related to ranibizumab response, yet

our results suggest that these genes play
an important role in differences in
treatment response, and thus, it would
have been helpful to study more SNPs
related to these genes. Nevertheless,
our study is a real-life study, and
response to ranibizumab was evaluated
not only measuring VA, but also with
objective measures as CFT and pres-
ence of fluid in OCT.

Conclusions

In conclusion, this study investigated
the  pharmacogenetic  association
between nine AMD-relevant SNPs
and anatomical and  functional
response to ranibizumab in a real-life
cohort of Spanish patients. The most
important novel finding of this study is
that SERPINF1 is associated with poor
VA outcomes and a reduction of CFT
after treatment. This is the first time
that SERPINFI has been implicated in
ranibizumab  response in  AMD
patients. We also found that VEGFRI
is associated with treatment response,
which is a novel finding too. Our
VEGFA confirm previous studies’
results. CFH protective genotype is
associated with a poor ranibizumab
response. The present study also con-
firms the importance of environmental
factors, particularly hypertension, in
treatment outcomes. Based on our
results, SERPINFI and hypertension
may both be good candidates for use as
biomarkers of treatment response in
AMD patients. As our results demon-
strate, genetic variation clearly plays an
important role in response to ranibizu-
mab in AMD patients, although more
real-life pharmacogenetics studies in
other cohorts of patients are needed
to confirm these findings.

References

Abedi F, Wickremasinghe S, Richardson AJ,
Islam AFM, Guymer RH & Baird PN
(2013a): Genetic influences on the outcome
of anti-vascular endothelial growth factor
treatment in neovascular age-related macu-
lar degeneration. Ophthalmology 120: 1641—
1648.

Abedi F, Wickremasinghe S, Richardson AJ,
Makalic E, Schmidt DF, Sandhu SS, Baird
PN & Guymer RH (2013b): Variants in the
VEGFA gene and treatment outcome after
anti-VEGF treatment for neovascular age-
related macular degeneration. Ophthalmol-
ogy 120: 115-121.

Almeida LN, Melilo-Carolino R, Veloso CE
et al. (2013): Association analysis of CFH
and ARMS2 gene polymorphisms in a
Brazilian cohort with age-related macular
degeneration. Ophthalmic Res 50: 117-122.

American Academy of Ophthalmology (2000):
Photodynamic therapy with verteporfin for
age-related macular degeneration. Ophthal-
mology 107: 2314-2317.

Arakawa S, Takahashi A, Ashikawa K et al.
(2011):  Genome-wide association study
identifies two susceptibility loci for exuda-
tive age-related macular degeneration in the
Japanese population. Nat Genet 43: 1001—
1005.

Black JRM & Clark SJ (2016): Age-related
macular degeneration: genome-wide associ-
ation studies to translation. Genet Med 18:
238-239.

Boltz A, Ruill M, Jonas JB et al. (2012): Role
of vascular endothelial growth factor poly-
morphisms in the treatment success in
patients with wet age-related macular degen-
eration. Ophthalmology 119: 1615-1620.

Brantley MA, Fang AM, King JM, Tewari A,
Kymes SM & Shiels A (2007): Association of
complement factor H and LOC387715 geno-
types with response of exudative age-related
macular degeneration to intravitreal beva-
cizumab. Ophthalmology 114: 2168-2173.

Chakravarthy U, Wong TY, Fletcher A et al.
(2010): Clinical risk factors for age-related
macular degeneration: a systematic review
and meta-analysis. BMC Ophthalmol 10: 31.

Chen W, Stambolian D, Edwards AO et al.
(2010): Genetic variants near TIMP3 and
high-density lipoprotein — associated loci
influence susceptibility to age-related macu-
lar degeneration. PNAS 107: 7401-7406.

Chen H, Yu KD & Xu GZ (2012): Association
between variant Y402H in age-related mac-
ular degeneration (AMD) susceptibility gene
CFH and treatment response of AMD: A
meta-analysis. PLoS ONE 7: e42464.

Cruz-Gonzalez F, Cabrillo-Estevez L, Rivero-
Gutierrez V, Sanchez-Jara A, Juan-Morcos
LD & Gonzalez-Sarmiento R (2016): Influ-
ence of CFH, HTRAI and ARMS2 poly-
morphisms in the response to intravitreal
ranibizumab treatment for wet age-related
macular degeneration in a Spanish popula-
tion. Int J Ophthalmol 9: 1304-1309.

Dawson DW, Volpert OV, Gillis P, Crawford
SE. Xu H, Benedict W & Bouck NP (1999):
Pigment epithelium-derived factor: a potent
inhibitor of angiogenesis. Science 285: 245-
248.

Dietzel M, Pauleikhoff D, Arning A, Heimes
B, Lommatzsch A, Stoll M & Hense HW
(2014): The contribution of genetic factors
to phenotype and progression of drusen in
early age-related macular degeneration.
Graefe’s Arch Clin Exp Ophthalmol 252:
1273-1281.

Dikmetas O, Kadayifcilar S & Eldem B (2013):
The effect of CFH polymorphisms on the
response to the treatment of age-related
macular degeneration (AMD) with intravit-
real ranibizumab. Mol Vis 19: 2571-2578.

180



Anexos

Edwards AO, Ritter R, Abel KJ, Manning A,
Panhuysen C & Farrer LA (2005): Comple-
ment factor H polymorphism and age-
related macular degeneration. Science 308:
421-424.

Ferris FL, Wilkinson CP, Bird A, Chakra-
varthy U, Chew E, Csaky K, Sadda SR &
Initiative B (2013): Clinical classification of
age-related macular degeneration. Ophthal-
mology 120: 844-851.

Francis PJ (2011): The influence of genetics on
response to treatment with ranibizumab
(Lucentis) for age-related macular degener-
ation: the Lucentis Genotype Study (an
American Ophthalmological Society thesis).
Trans Am Ophthalmol Soc 109: 115-156.

Francis PJ, Hamon SC, Ott J, Weleber RG &
Klein ML (2009): Polymorphisms in C2,
CFB and C3 are associated with progression
to advanced age related macular degenera-
tion associated with visual loss. J Med Genet
46: 300-307.

Fritsche LG, Fariss RN, Stambolian D, Abe-
casis R, Curcio CA & Swaroop A (2014):
Age-related macular degeneration : genetics
and biology coming together. Annu Rev
Genomics Hum Genet 15: 151-171.

Fritsche LG, Igl W, Bailey JN et al. (2016): A
large genome-wide association study of age-
related macular degeneration highlights con-
tributions of rare and common variants. Nat
Genet 48: 134-143.

Gorin  MB  (2012): Molecular aspects of
medicine genetic insights into age-related
macular degeneration: controversies
addressing risk, causality, and therapeutics.
Mol Aspects Med 33: 467-486.

Grassmann F, Fleckenstein M, Chew EY et al.
(2015): Clinical and genetic factors associ-
ated with progression of geographic atrophy
lesions in age-related macular degeneration.
PLoS ONE 10: 1-9.

Hagstrom SA, Ying GS, Pauer GJT et al.
(2013): Pharmacogenetics for genes associ-
ated with age-related macular degeneration
in the comparison of AMD treatments trials
(CATT). Ophthalmology 120: 593-599.

Haines J, Hauser M, Schmidt S et al. (2005):
Complement factor H variant increases the
risk of age-related macular degeneration.
Science 308: 419-421.

Hall JB, Cooke Bailey JN, Hoffman JD et al.
(2015): Estimating cumulative pathway
effects on risk for age-related macular
degeneration using mixed linear models.
BMC Bioinformatics 16: 329.

Hermann MM, Van Asten F, Muether PS
et al. (2014): Polymorphisms in vascular
endothelial growth factor receptor 2 are
associated with better response rates to
ranibizumab treatment in age-related macu-
lar degeneration. Ophthalmology 121: 905—
910.

Hernandez-pastor LJ, Ortega A, Garcia-
layana A & Giraldez J (2008): Cost-effec-
tiveness of ranibizumab compared with
photodynamic treatment of neovascular
age-related macular degeneration. Clin Ther
30: 2436-2451.

Holliday EG, Smith AV, Cornes BK et al.
(2013): Insights into the genetic architecture
of early stage age- related macular degener-
ation: a genome-wide association study
meta-analysis. PLoS ONE 8: 1-12.

Huang H, Shen J & Vinores SA (2011):
Blockade of VEGFRI and 2 suppresses
pathological angiogenesis and vascular leak-
age in the eye. PLoS ONE 6: e21411.

Imai D, Mori K, Horie-Inoue K, Gehlbach
PL, Awata T, Inoue S & Yoneya S (2010):
CFH, VEGF, and PEDF genotypes and the
response to intravitreous injection of beva-
cizumab for the treatment of age-related
macular degeneration. J Ocul Biol Dis Infor
3: 53-59.

Kanoff J & Miller J (2013): Pharmacogenetics
of the treatment response of age-related
macular degeneration with ranibizumab
and bevacizumab. Semin Ophthalmol 28:
355-360.

Kitchens JW, Kassem N, Wood W et al.
(2013): A pharmacogenetics study to predict
outcome in patients receiving anti-VEGF
therapy in age related macular degeneration.
Clin Ophthalmol 7: 1987-1993.

Klein RJ, Zeiss C, Chew EY et al. (2005):
Complement factor H polymorphism in age-
related macular degeneration. Science 308:
385-389.

Kloeckener-Gruissem B, Barthelmes D, Labs S
etal. (2011): Genetic association with
response to intravitreal ranibizumab in
patients with neovascular AMD. Invest
Ophthalmol Vis Sci 52: 4694-4702.

Kume A, Ohshiro T, Sakurada Y & Kikushima
‘W (2016): Treatment patterns and health care
costs for age-related macular degeneration in
Japan: an analysis of national insurance
claims data. Ophthalmology 123: 1-6.

Kvannli L & Krohn J (2017): Switching from
pro re nata to treat-and-extend regimen
improves visual acuity in patients with
neovascular age-related macular degenera-
tion. Acta Ophthalmol [Epub ahead of
Print].

Lechanteur YTE, van de Camp PL, Smail-
hodzic D et al. (2015): Association of smok-
ing and CFH and ARMS?2 risk variants with
younger age at onset of neovascular age-
related macular degeneration. JAMA Oph-
thalmol 133: 533-541.

Lee AY, Raya AK, Kymes SM, Shiels A &
Brantley MA (2009): Pharmacogenetics of
complement factor H (Y402H) and treat-
ment of exudative age-related macular
degeneration with ranibizumab. Br J Oph-
thalmol 93: 610-613.

Leveziel N, Tilleul J, Puche N, Zerbib J,
Laloum F, Querques G & Souied EH
(2011): Genetic factors associated with age-
related macular degeneration. Ophthalmo-
logica 226: 87-102.

Lim LS, Mitchell P, Seddon JM, Holz FG &
Wong TY (2012): Series ophthalmology 1
Age-related macular degeneration. Lancet
379: 1728-1738.

Lotery AJ, Gibson J, Cree AJ et al. (2013):
Pharmacogenetic associations with vascular

endothelial growth factor inhibition in par-
ticipants with neovascular age-related mac-
ular degeneration in the ivan study.
Ophthalmology 120: 2637-2643.

Maller J, George S, Purcell S, Fagerness J,
Altshuler D, Daly MJ & Seddon JM (2006):
Common variation in three genes, including
a noncoding variant in CFH, strongly influ-
ences risk of age-related macular degenera-
tion. Nat Genet 38: 1055-1059.

Martinez-Barricarte R, Recalde S, Ferndndez-
Robredo P et al. (2012): Relevance of
complement factor H-related 1 (CFHRI)
genotypes in age-related macular degenera-
tion. Invest Ophthalmol Vis Sci 53: 1087
1094.

Matsumiya W, Honda S, Yanagisawa S, Miki
A, Nagai T & Tsukahara Y (2014): Evalu-
ation of clinical and genetic indicators for
the early response to intravitreal ranibizu-
mab in exudative age-related macular degen-
eration. Pharmacogenomics 15: 833-843.

McKibbin M, Ali M, Bansal S, Baxter PD,
West K, Williams G, Cassidy F & Ingle-
hearn CF (2012): CFH, VEGF and HTRA1
promoter genotype may influence the
response to intravitreal ranibizumab therapy
for neovascular age-related macular degen-
eration. Br J Ophthalmol 96: 208-212.

Neale BM, Fagerness J, Reynolds R, Sobrin L
& Parker M (2010): Genome-wide associa-
tion study of advanced age-related macular
degeneration identifies a role of the hepatic
lipase gene (LIPC). PNAS 107: 7395-7400.

Nischler C, Oberkofler H, Ortner C, Paikl D,
Riha W, Lang N, Patsch W & Egger SF
(2011): Complement factor H Y402H gene
polymorphism and response to intravitreal
bevacizumab in exudative age-related mac-
ular degeneration. Acta Ophthalmol 89:
344-349.

Park UC, Shin JY, Kim SJ et al. (2014a):
Genetic factors associated with response to
intravitreal ranibizumab in Korean patients
with neovascular age-related macular degen-
eration. Retina 34: 288-297.

Park UC, Shin JY, Mccarthy LC, Kim SJ,
Park JH & Chung H (2014b): Pharmacoge-
netic associations with long-term response to
anti- vascular endothelial growth factor
treatment in neovascular AMD patients.
Mol Vis 20: 1680-1694.

Patel N, Adewoyin T & Chong NV (2008):
Age-related macular degeneration: a per-
spective on genetic studies. Eye (Lond) 22:
768-776.

Rasmussen A, Sander B, Larsen M, Brandi S,
Fuchs J, Hansen LH & Lund-Andersen H
(2017): Neovascular age-related macular
degeneration treated with ranibizumab or
aflibercept in the same large clinical setting:
Visual outcome and number of injections.
Acta Ophthalmol 95: 128-132.

Real JP & Luna JD (2016): Visual outcomes in
relation to time to treatment in neovascular
age-related macular degeneration. Acta
Ophthalmol 94: e803.

Recalde S, Fernandez-Robredo P, AltarribaM &
Saiinas-Alaman AG-LA (2008): Age-related

181

Acta OpHTHALMOLOGICA 2017 —

11 —



— Acta OpHTHALMOLOGICA 2017

— 12

Anexos

macular degeneration genetics. Ophthalmol-
ogy 115:916-916.¢l.

Rein DB, Zhang P, Wirth KE et al. (2006):
The economic burden of major adult visual
disorders in the United States. Arch Oph-
thalmol 124: 1754-1760.

Rosenfeld PJ, Brown DM, Heier JS, Boyer
DS, Kaiser PK, Chung CY & Kim RY
(2006): Ranibizumab for neovascular age-
related macular degeneration. N Engl J Med
355: 1419-1431.

Seddon JM, Cote J, Page WF, Aggen SH &
Neale MC (2005): The US twin study of age-
related macular degeneration. Arch Oph-
thalmol 123: 321-327.

Shah AR, Williams S, Baumal CR, Rosner B,
Duker JS & Seddon JM (2016): Predictors of
response  to intravitreal anti-vascular
endothelial growth factor treatment of age-
related macular degeneration. Am J Oph-
thalmol 163: 154-166.

Smailhodzic D, Muether PS, Chen J et al.
(2012): Cumulative effect of risk alleles in
CFH, ARMS?2, and VEGFA on the response
to ranibizumab treatment in age-related mac-
ular degeneration. Ophthalmology 119: 2304
2311.

Sobrin L & Seddon JM (2014): Nature and
nurture- genes and environment- predict
onset and progression of macular degener-
ation. Prog Retin Eye Res 40: 1-15.

Sole X, Guino E, Valls J, Iniesta R & Moreno
V (2006): SNPStats: a web tool for the

analysis of association studies. Bioinformat-
ics 22: 1928-1929.

Thakkinstian A, Han P, McEvoy M, Smith W,
Hoh J, Magnusson K, Zhang K & Attia J
(2006): Systematic review and meta-analysis
of the association between complementary
factor H Y402H polymorphisms and age-
related macular degeneration. Hum Mol
Genet 15: 2784-2790.

Teper SJ, Nowinska A, Pilat J, Palucha A &
Wylegala E (2010): Involvement of genetic
factors in the response to a variable-dosing
ranibizumab treatment regimen for age-
related macular degeneration. Mol Vis 16:
2598-2604.

The AMD Gene Consortion (2013): Seven new
loci associated with age-related macular
degeneration. Nat Genet 45: 433-439.

The Eyetech Study Group (2003): Anti-vascu-
lar endothelial growth factor therapy for
subfoveal choroidal neovascularization sec-
ondary to age-related macular degeneration:
phase II study results. Ophthalmology 110:
979-986.

Wu B, Li J, Lin H & Wu H (2016): Different
strategies for the treatment of age-related
macular degeneration in China: an economic
evaluation. J Ophthalmol 2016: 1-12.

Received on February 9th, 2017.
Accepted on June Ist, 2017.

Correspondence:

Estefania Cobos, MD
Department of Ophthalmology
Bellvitge University Hospital
Feixa Llarga Street

Hospitalet de Llobregat

08907 Barcelona

Spain

Tel: +34 932607705

Fax: 932607533

Email: ecobosmartin(@gmail.com

We thank the patients and their relatives for their
participation in this study and the technicians from
Secugen SL DNA sequencing and Diagnostics
laboratories for their invaluable technical assistance
with the sequencing and genotyping. We also thank
Bradley Londres for editing the text.

This work has been developed by members of the
Spanish Vitreoretinal society (SERV), the RETICs:
RD07-0062: “Age-Related Ocular Diseases, Quality
of Life and Vision,” and RETICS OFTARED
(RD12/0034) “Prevention, Early Detection and
Treatment of the Prevalent Degenerative and
Chronic Ocular Pathology™ from the Instituto de
Salud Carlos IIT from the Ministerio de Economia y
Competitividad, Spain. This work has been partly
funded by the FIS project PI15/01374, integrated in
the National Plan of I+D+I 2013-2016; the ISCIII-
Subdireccion General de Redes y Centros de
Investigacion Cooperativa; and the European Pro-
gram FEDER, and the grant PI15/01374.

182



Sobre la autora

EstTErania CoBos MARTIN, natural de Ibiza, es licenciada en
Medicina por la Universidad de Barcelona. Se formé como
oftalmologa en el Hospital Universitario de Bellvitge.

Actualmente es especialista en retina médica y quirargica en
el Hospital Universitario de Bellvitge.






	ECM_CUBIERTA
	Tesis Definitiva

