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Presentacio i Justificacid

Les lipoproteines de baixa densitat (LDL) oxidades han demostrat ser citotoxiques per a les
cel-lules endotelials dels capil-lars de la retina i els pericits, també presents en la membrana basal,
ja que estan implicades en el mecanisme un mecanisme que contribueix al desenvolupament de la
retinopatia diabética. El reconeixement de la implicacié directa de les LDL oxidades en el dany
directe a nivell vascular desperta un gran interes alhora de poder aconseguir mecanismes que
impedeixen aquesta oxidacio. Un d’aquests mecanismes de prevencidé recau en les lipoproteines
d’alta densitat, que sembla disminuir I'acumulacié de peroxids de lipids de lipoproteines de baixa
densitat gracies a un mecanisme, en part, enzimatic: I'enzim associat a les lipoproteines d'alta

densitat és la paraoxonasa 1 (PON1).

Fins a dia d'avui s'ha observat que I'activitat PON1 esta disminuida en diabétics, associa un

augment de la peroxidacié de lipids que contribueix a ser un factor determinant per a la

predisposicid de les complicacions de la diabetis mellitus (DM).
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Introduccio

1. ASPECTES GENERALS DE LA DIABETES MELLITUS

1.1 Afectacié multisistémica en la diabetis mellitus

La DM engloba un conjunt de malalties metabdliques caracteritzades per |'aparicié de
hiperglucémia. La patogénia d'aquestes malalties recau en un defecte en la secrecié de insulina, un
defecte en I'accié de la insulina en el teixits periferics, o una combinacié de ambos mecanismes. En
gualsevol cas, sigui quin sigui el mecanisme desencadenant, la hiperglucémia mantinguda de forma
cronica déna lloc a un augment del risc de desenvolupar complicacions vasculars diabetiques, bé
sigui en forma de malaltia cardiovascular, cerebrovascular o vascular periférica (complicacions
macrovasculars), o bé en forma de retinopatia, neuropatia o nefropatia diabética (complicacions

microvasculars).*

El diagnostic de la DM es realitza seguint els criteris acceptats internacionalment, descrits
en primer lloc per I'Associacié Americana de Diabetis (ADA) el 19977, posteriorment acceptats per
la Organitzacié Mundial de la Salud (OMS) el 19933, i mantinguts en les Gltimes actualitzacions de

ambos organitzacions. * (Taula 1)

Diabetes Test Diagnosis of Diabetes Increased risk

(Prediabetes)/IFG

HbA1lc
Using a method certified by NGSP and >6.5% 5.7-6,5%
standardized to the DCCT assay.

or

Fasting Plasma Glucose
Fasting is defined as no caloric intake for at >126 mg/dL 100-125 mg/dL (6.9 mmol/L)
least 8 hours (7.0mmol/L)

or
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2 Hour Plasma Glucose (OGTT)

The test should be performed as described by >200 mg/dL (11.1 140-199 mg/dL (7.8-11.0
the WHO, using a glucose load containing the mmol/L) mmol/L)

equivalent of 75 g anhydrous glucose

dissolved in water.

Taula 1. Criteris diagnostics de la DM per ADA

Classificacié de la diabetis mellitus

La DM es classifica en quatre tipus ben diferenciats i amb caracteristiques propies:

La DM Tipo 1 (DM1): entre el 5-10% de tots els casos de DM, com a resultat de un déficit total de
produccié pancreatica de insulina degut a la destruccié de la cellula beta pancreatica.
Classicament es manifesta en les tres primeres décades de la vida. Es necessaria I'administracié

exogena d'insulina per a aconseguir un bon control metabolic de la malaltia.

La DM Tipus 2 (DM2): entre el 90-95% de tots els casos de DM, com a consequéncia del
desenvolupament de una resisténcia a la accié de la insulina en els teixits periférics, generalment
acompanyat d'un déficit relatiu de insulina en les primeres fases, que pot arribar a ser absolut en
les fases més avancades de la malaltia. Se sol acompanyar d'obesitat, ja que és el seu factor de risc
principal. Sol apareixer a partir de la tercera decada de la vida. El control de la glucémia requereix
seguir una dieta equilibrada podent ser necessari I'is de farmacs hipoglucemiants i/o d'insulina

exogena.
La Diabetis Gestacional: entre el 2-5% de les dones gestants. Esta causada per la combinacié del
deficit de produccié relativa d'insulina juntament amb I'aparicid de resistencia cel-lular a la

mateixa. Aproximadament un 30% d'aquestes pacients evolucionaran a la DM2.

El control metabolic del pacient diabétic

En I'actualitat la Unica forma que coneixem de disminuir la tassa de complicacions en els
pacients amb diabetis es mitjangant un control glicemia adequat, lo més a prop possible al que

presenten els individus no diabétics. La forma adequada de mesurar aquest control glucémic es la
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determinacid dels nivells de hemoglobina glucosilada (HbAlc). Per a aconseguir aquest suposat
control metabolic optim actualment es disposa de un ampli i variat arsenal terapeutic que intenta
pal-liar la diabetis actuant sobre diferents punts del a fisiopatologia de la malaltia:

- inhibidors de la alfa-glucosidasa: dificulten la absorcié de hidrats de carboni a nivell de les
vellositats intestinals, reduint la glicémia postprandial.

- Sulfonilurees i gliadines: secretagogs de insulina, estimulen la produccid i secrecié de insulina per
art del pancreas.

- Biguanidines i glitazones: afecten a la resposta a la insulina, redueixen la produccié hepatica de
glucosa ja que disminueixen la neoglucogénesis i la glucogenolisi hepatica.

- Incretin-mimetics: sistema d'hormones incetines que augmenten l'efecte incretin al inhibir el
metabolisme d'aquestes.

- Humanes i analegs: insulina recombinant humana, semblant a la insulina humana pero amb
modificacions en la seva estructura que fan que es reprodueixi de forma més fisiologica el perfil de

secrecio de insulina dels no diabeétics.

1.2 Complicacions oculars de la diabetis mellitus

Amb el pas dels anys la gran majoria de diabétics desenvolupen algun grau de retinopatia.
Aqguest percentatge va creixent progressivament degut al desenvolupament de nous tractaments i
a canvis en l'estil de vida que condueixen a un millor control sistemic de la diabetis. Aixdo comporta
un increment de l'esperanga de vida, pero sense dubte també un augment en la prevalenca
d'aquelles complicacions que requereixen d'un cert periode de temps per desenvolupar-se, com es
el cas de la retinopatia.

En I'any 2015 hi havia 387 milions de persones en tot el mén afectades de DM, de les que
un 50% no estaven diagnosticades. La DM ha anat augmentat llocs en el ranquing mundial de
causes de mortalitat. Es preveu un rapid increment del nimero de casos nous en tot el moén, fins
arribar a 592 milions de diabetics al 2035. Aquestes xifres mostren la gravetat d'aquesta epidémia
global, ja catalogada per la OMS. La conseqliéncia del increment d'aquesta malaltia es reflexa

clarament en la carrega que representa pels serveis sanitaris.”®’

La denominada diabetis ocular inclou, no només la retinopatia diabética (RD) sin6 també

altres manifestacions cliniques que poden comprometre diverses estructures oculars, alterant de
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manera aillada o afegida a la agudesa visual®. Aquestes anomalies poden presentar-se de forma
aillada o coexistir entre elles.

La prevalenca de la DM en la poblacié general oscil-la entre 6-10%’, i casi el 50% de la
poblacidé diabética desconeix tenir dita condicid, i no es infreqlient que la troballa casual de una
malaltia ocular associada inicii la sospita que condueix al diagnostic®. Aixi hem de tenir en compte

altres anomalies oculars relacionades amb la DM. (Taula 2)

Annexes i superficie ocular Glicolacria

Anomalies vasculars conjuntivals
Xantelasmes

Blefaroconjuntivitis

Cornia Anomalies en la membrana basal epitelial i resposta cicatricial
Hipoestesia

Glaucoma Augment incidéncia de glaucoma d’angle obert (GAA)
Augment risc tancament angular
Rubeosis iris i glaucoma neovascular (GNV)

Iris Neovascularitzacié
Vacuolitzacio del epiteli pigmentari (EPR)
Dispersio de pigment

Uvea Alteracions vasculars
Hiperpermeabilitat

Cristal-li Canvis osmotics
Cataracta precog
Cataracta diabetica juvenil

Vitri Engruiximent cortex vitri
Proliferacions fibrovasculars
Desprendiment parcial o total del vitri
Hemorragies vitries

Hialosis asteroidea

Sineresis vitria

Retina RPDBT

Maculopatia diabeética

Desprendiment de retina traccional o regmatogen
Patologia secundaria a oclusions vasculars

Patologies neurooftalmiques Alteracions pupil-lars
Paresies i paralisi oculomotores (lll, IV i VI parells cranials)
Patologia del nervi optic

Alteracions funcionals Alteracions refractives i dificultat en I'acomodacié
Disminucié sensibilitat al contrast
Alteracié de la visié dels colors

Infeccions Endoftalmitis, mucormicosis rinocerebral

Taula 2. Complicacions oculars de la DM
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2. RETINOPATIA DIABETICA

2.1 Generalitats de la retina
La retina és un teixit neural d’estructura complexa, multiestratificat i composat per
diferents tipus cel-lulars. Es disposa a mode de capa i es localitza a la part més interna del segment

posterior de I'ull de manera que esta en contacte directe amb I"humor vitri. (Figura 1)

Sclera \

Ciliary body Y > Retina

Suspensory-:
ligament

Fovea (center
of visual field)

Cornea ——~ - 2
Iris - 8 g > \

p -. Optic nerve
Pupil e

Aqueous —7 T
humor

Lens

Central artery and
vein of the retina

Optic disc (blind spot)

Vitreous humor-

Figura 1. Estructures anatomiques oculars principals

Topograficament la retina es divideix en tres zones; la macula o pol posterior que és la
zona visualitzada en una retinografia, la retina equatorial i la periferia retiniana, que és la retina

compresa entre I'equador i I'ora serrata, coincidint amb la finalitzacio de la retina a nivell anterior.
La macula

La macula és la part de la retina delimitada verticalment per les dues arcades vasculars
temporals. Es localitza per tant, temporal al nervi optic. Aquesta area rep també el nom d’area
central o pol posterior de la retina. Es la zona responsable de percebre la maxima agudesa visual,

els colors i copsar els 200 centrals de visid.

La macula és I'area de la retina que genera més interés el seu estudi. Aquest fet, s’explica
per la importancia funcional que té junt a qué s’hi concentra la majoria de la patologia medica i

quirudrgica de la retina. En la macula, es diferencien les seglients parts (Figura 2):

Foveola: formada per la depressid central circular de 0,35 mm de diametre. Hi resideix la major

densitat de cons (199000/mm?), sent responsable de la maxima agudesa visual (AV) i de la
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percepcié del color.

Zona avascular de la fovea (ZAF): petita area central de aproximadament 500 micres sense la

presencia de vasos retinians, amb I'objectiu de no interferir amb la visi6. Al seu voltant pero,
existeix una xarxa de capil-lars perifoveals. En la RDBT tot sovint s’observa amputacié o dilatacié

aneurismatica dels capil-lars perifoveals podent causar isquémia i edema macular.

Fovea: area localitzada a la part central de la macula amb un diametre de 1500 um (micres)
equivalent a un diametre de disc optic (DD). S’hi troben els cons i en menor quantitat, cél-lules de

Miiller. Es responsable de percebre els 52 centrals del camp visual.

Parafovea: cinturé de 500 micres al voltant de la fovea. Es on es troba la major quantitat de
cél-lules nervioses (7 fileres de cel-lules ganglionars, 12 de bipolars, 4 6 5 de nuclis de

fotoreceptors) sent la capa plexiforme externa (OPL) més gruixuda.

Perifovea: excentrica a la parafovea. En aquest punt, la retina comenga a aprimar-se

progressivament fins a I'ora serrata, on augmenta la preséncia de bastons i no s’hi troben cons.

macula

perifovea

0.5mm
140"

Figura 2. Parts de la macula. FAZ: Zona avascular de la fovea

La retina es divideix des d’un punt de vista anatomic en retina neurosensorial (RN) i I'epiteli

pigmentari de la retina (EPR). (Figura 3)
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Figura 3. Tall sagital de la retina visualitzat mitjangant tomografia de coheréncia optica. NR: neurosensorial retina, RPE:
retinal pigment epithelium, Linia IS/OS o elipsoide: inner segment/oter segment dels fotoreceptors, Linia ELM: external

limiting membrane

La RN comprén el conjunt d’estrats on es troben els fotoreceptors (FRs) i el conjunt de
cel-lules neuronals i glials de la retina, té la funcié de convertir els fotons de llum que li arriben en
estimuls electrics, fenomen que s’anomena transduccié visual. Aquest procés és indispensable

perque el mén exterior pugui ser interpretable pel cervell.

L'epiteli pigmentari de la retina (EPR) és una monocapa formada per un Unic tipus cel-lular
de cel-lules cubiques localitzada a la part més externa de la retina caracteritzades per 'elevada
presencia del pigment melanina en el seu citoplasma, d’aqui el seu nom. Aquest fet, li permet
absorbir I'excés de llum que li arriba evitant la fototoxicitat de la retina. Per la part apical, les
cel-lules de I'EPR estan intimament relacionades amb els fotoreceptors amb qui formen una
vertadera unitat funcional. D’aquesta manera, intervenen conjuntament en el cicle visual en qué es
regenera el carotenoid all- trans-retinol en 11-cis-retinal, procés imprescindible per a la visié. Al
mateix temps, I'EPR subministra nutrients als FRs, destacant la vitamina A i la glucosa. També
realitza una funcié fagocitica eliminant els FRs defectuosos o envellits. Per la seva base, 'EPR esta
en contacte amb la coriocapil-lar que és una capa de la coroide constituida per capil-lars fenestrats
permetent aixi la difusié de molecules cap a I'EPR. Les cél-lules de 'EPR mantenen una forta unio
intercel-lular entre si degut a la preséncia de tight junctions. Aquest fet, possibilita la seva funcié
de barrera hematoretiniana externa (BHRE), permetent I'intercanvi controlat de substancies entre
la retina neurosensorial i la coriocapil-lar. L'EPR té una accié important de bombeig de liquid cap a
la coriocapil-lar, sent aquest mecanisme molt important per tal d’evitar I'aparicié d’edema macular
(EM). De manera addicional, sintetitza diverses molecules entre les quals destaquen el VEGF

(vascular endothelial growth factor) i el PEDF (pigment epithelium derived factor). El VEGF causa
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un augment de la permeabilitat vascular junt al seu conegut efecte angiogenic mentre que el PEDF,

té una accié antagonica.

La capa elipsoide antigament definida com linia inner segment / outer segment (IS/0S)
s’aprecia com una linia hiperreflectant situada just per sobre I'EPR. No esta clara la seva
correspondencia anatomica. Classicament, s’ha considerat que corresponia a la unié dels segments
interns i externs dels fotoreceptors. En l'actualitat es pensa que podria representar la fraccid
el-lipsoide dels segments interns dels fotoreceptors motiu pel qual se 'anomena zona elipsoidea.
Sigui quina sigui I'estructura dels FR que mostra aquesta capa, sembla important la relacié que
existeix entre el grau d’integritat de la capa elipsoide i el pronostic visual final en certes patologies

maculars. A major nivell de conservacié de la capa el-lipsoide, millors perspectives de visio.

La capa external limiting membrane (ELM) es presenta a la tomografia de coheréncia
optica (OCT) com una linia discreta, lleugerament hiperreflectant, situada just per sobre la capa
el-lipsoide. Es creu que aquesta membrana esta formada per les unions fermes entre els segments
interns dels fotoreceptors amb els processos apicals de les cel-lules de Miiller. A part de la funcié
estructural que se li atorga, sembla ser que forma part de la BHRE contribuint a evitar la difusié de
macromolécules entre la retina interna i externa. Per tant, la seva disfuncié podria contribuir a

I"aparicié d’edema en la retina amb la conseglient perdua de I’'homeodstasi retiniana.

Vascularitzacié de la retina

L'ull és I'organ del cos huma que en termes relatius rep un major aport sanguini per a fer
front a I’'enorme requeriment energetic que comporta el fenomen de la visié. La vascularitzacié de
la retina té un doble origen: la circulacié retiniana i la coroidea les quals, no es comuniquen entre
si. La retina externa, que compreén I'EPR i els FRs, es nodreix de la capa vascular subjacent, la
coriocapil-lar, la qual esta regulada pel sistema nervids simpatic. La retina interna esta irrigada per
branques procedents de l'arteria central de la retina que acaben generant dos plexes capil-lars

diferenciats que s’anastomosen. (Figura 4)

38



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR

EN RETINOPATIA DIABETICA
Patricia Pujol Gomis

Cilioretinal artery- provides
ciliary circulation blood
Posterior ciliary supply o the retina

arteries

Optic nerve ——
Internal carotid
artery

Ophthalmic
artery

Dural sheath

Short posterior
ciliary artery

Central retinal

Central artery

retinal artery

Figura 4. ( cedida per www.retinarefernce.com) Trajecte de I'artéria central de la retina

La barrera hematoretiniana interna

La retina, a I'igual que el cervell®,disposa de mecanismes que dificulten I'entrada de certes
molécules i microorganismes al seu parenquima disminuint aixi, el risc d’aparicié de fenomens
inflamatoris o infecciosos. Aquest fet, ve determinat per I'anatomia singular dels capil-lars de la

retina. 102

Les cél-lules endotelials dels plexes capil-lars de la retina, mantenen una unié molt forta
degut a la preséncia de tight junctions que sellen Iespai intercel.lular’®.Rodejant les cél-lules
endotelials es troben els pericits*®, i per fora d’aquests, els astrocits. Tot plegat constitueix la

barrera hematoretiniana interna (BHRI). (Figura 5)

Els pericits actuen a mode de cél-lules musculars llises regulant la llum dels capil-lars de la

retina. Mitjangant la seva contraccié o dilatacid, es controla la perfusié retiniana.

La circulacio retiniana, a diferéncia de la coroidea, no esta sotmesa al control del sistema
nervids vegetatiu siné que es capa¢ d’autoregular-se en funcié de parametres locals (pH™,
temperatura, 02, CO2, Iactatle) i factors generals (angiotensina, vasopressina). Els pericits i les
cél-lules glials (astrocits i cél-lules de Miiller) al mateix temps, produeixen factors que modifiquen
la funcié endotelial. Aixi per exemple, en preséncia del VEGF o de I'dxid nitrés*’(NO), es produeix
un augment de la permeabilitat capil-lar al disminuir la ocludina®®, una proteina responsable de
mantenir les tight junctions de les cél-lules endotelials’®>. De manera patologica, algunes
citoquines®, els AGEs *! o la hiperglicemia mateixa?’, produeixen canvis estructurals i funcionals de

la BHRI facilitant I'aparicié de I'EM.
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Figura 5. (imatge cedida per American Diabetes Association, Inc.). Dibuix esquematic de la BHRI

2.2 Avaluacié macular i métodes diagnostics complementaris

Avaluacié anatomica

En la valoracié inicial macular dels pacients diabétics s’utilitzen métodes qualitatius que
també son de cribratge, com sén la biomicroscopia (BMC) indirecte i la retinografia del pol
posterior de I'ull. Si es sospita la preséncia d’'un edema macular diabétic (EMD), aleshores cal un

estudi més exhaustiu sent necessari la practica d’'una angiografia fluoresceinica (AGF) i d’una OCT.

Meétodes qualitatius
Degut a la importancia funcional de la macula, la majoria de proves complementaries

realitzades en la retina es focalitzen en el seu estudi.

Biomicroscopia indirecte: consisteix en I'‘observacié detallada de la macula havent dilatat

préviament la pupil.la del pacient®. Es pot utilitzar una lent de contacte recolzada sobre la
superficie corneal (previ I'Us d’anestésic topic) o bé una de no contacte. Permet I'observacié
directe de microaneurismes, exsudats lipidics o quists foveals, tots ells signes indirectes d’un

2428 petinolegs entrenats poden visualitzar 'edema macular al ser una técnica

edema macular
d’exploracié tridimensional. De manera addicional, es pot objectivar I'adhesié o bé el

despreniment de la hialoide posterior.
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La BMC indirecte té l'inconvenient de ser una prova subjectiva i per tant, poc apte per a la
comparacié interindividual o intraindividual®’.

Retinografia: consisteix en prendre una fotografia del pol posterior de I'ull. De la mateixa manera
que l'estudi biomicroscopic, poden observar-se signes indicatius d’edema macular com sén la
presencia d’hemorragies, microaneurismes o exsudats lipidics. Té I'avantatge de poder modificar
digitalment la imatge i de no precisar de la col-laboracié del pacient. El seu principal desavantatge
és no permetre I'observacié directe de I'edema macular al ser una técnica bidimensional. Es
ampliament utilitzada com a metode de cribratge en poblacié diabetica per a detectar la RPDBT de

manera precog’.

Angiografia fluoresceinica: és una prova dinamica que permet avaluar I'estat circulatori de la

coroides i la retina, proporcionant molta informacié sobre 'estat de I'area macular. Per tant, és
una prova molt indicada en els pacients diabétics.

En I'AGF, s’introdueix la fluoresceina a través d’una vena periférica per al cap d’uns segons,
comengar a observar com es distribueix aquest colorant per la doble circulacié coroidea i retiniana.
L'AGF permet d’entrada observar retrassos de la circulacié ocular, de manera mono o binocular,
generant la sospita d’isquémia carotidea®’. A nivell macular, el colorant realca la preséncia de

microaneurismes permetent la identificacié d’aquells que exsuden plasma®.

En temps
angiografics tardans permet diagnosticar I'existéncia d’edema macular a través de la perfusié de
colorant per la superficie foveal ****. Tot depenent del tamany de I'edema macular i el grau de
relacié que tingui amb els microaneurismes presents, es classificara en focal, multifocal o difus®.
Com més extens sigui 'EMD i menys microaneurismes s’observin, més probabilitats que sigui difus.
A més a més, I'’AGF ddna informacié sobre I'estat de la xarxa capil-lar perifoveal discriminant

37-43

aquells pacients que presenten isquémia macular™ ™. (Figura 6)
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Figura 6. Imatge angiografica que ens mostra microaneursimes propers ala zona macular, que estan exsudant fluid cap al

a mateixa.

Ecografia: métode basat en imatges obtingudes mitjangant el processament de ecos reflexats per
les estructures oculars. Molt util en RPDBT en casos de hemorragia vitria, cataracta o qualsevol
opacitat de medis, essencial per si es volgués programar una cirurgia. Utilitzem el mode A

(amplitud) i el mode B (brillantor).

Meétodes quantitatius

Tomografia de coheréencia Optica: és una tecnica que permet I'obtencié d’imatges transversals de

les diferents capes de la retina en alta resolucié (al voltant de les 5-10 micres). El funcionament de
I’OCT és similar al d’un ecograf, pero utilitza llum infraroja en comptes d’ultrasons, aconseguint
d’aquesta manera una major definicié de les imatges obtingudes.

En I'OCT es dirigeix un feix de llum infraroja sobre la macula el que permet inferir la seva
estructura interna a través de mesurar el retras de la llum reflexada per cadascuna de les diferents
capes de la retina. Com més densa és la capa o la microestructura anatomica, més llum es reflexa i
viceversa. La informacié tomografica macular final es mostra com una imatge topografica on les
estructures hipereflectants adquireixen per conveni una tonalitat blanc-vermella i les

hiporeflectants, un to blau-verdds. Les imatges es poden presentar en 2D o 3D.

La OCT es basa en la interferometria de baixa coheréncia. A mode de resum, en aquesta

tecnica hi ha un laser diode que genera un feix de llum infraroja que al travessar un divisor, es
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divideix en 2 feixos de llum: un feix mostra que va dirigit a la retina i un feix de referéncia, que va
cap a un mirall situat a una distancia coneguda. Mitjangant I’analisi en el detector dels camps
magnetics dels feixos de llum mostra i de referéncia reflexats per la retina i el mirall coincidents en

el temps (interferencia), s’infereix I’estructura tomografica de la retina.

La OCT és una prova no invasiva que no precisa contacte sobre la superficie ocular. Es la
tecnica més sensible que es disposa en l'actualitat per a detectar la preséncia d’'un edema
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macular®*®, permetent la seva diferenciacié en subtipus atenent a la seva distribucié histologica®’.

L'OCT és una prova especialment util per a I'estudi macular del pacient diabétic. Avalua
amb detall la interfase vitreoretiniana podent visualitzar traccions de la fovea exercida per la
hialoide posterior, per membranes epiretinianes o pel propi frunziment de la membrana limitant
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interna . Dibuixa perfectament bé la capa de fotoreceptors, la IS/OS i la ELM, totes elles

importants de cara el pronostic visual dels pacients >

. A més a més, permet quantificar el gruix
de I'edema macular a nivell del centre de la fovea (CRT: central retinal thickness) mesurat en
micres i el volum de tota I'area macular, mesurat em mm?, segons I'esquema del Early Treatment
of Diabetic Retinopathy Study (ETDRS). La bona sensibilitat i especificitat de I'OCT junt a la facilitat
de realitzar la prova, I’ha convertit en la millor eina per a I'estudi anatomic i el seguiment del

pacient diabetic amb edema macular. (Figura 7)

Figura 7. Imatge de OCT macular que ens mostra engruiximent macular amb edema macular quistic

Avaluacio funcional
Agudesa visual: la manera més facil de valorar la funcié macular dels pacients amb EMD és a través
del que veuen. Sota condicions estandard, se’ls hi projecten uns optotipus que permeten mesurar

el limit de la seva capacitat visual. En el present estudi, s’han utilitzats els optotipus ETDRS que
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permeten quantificar el nUmero exacte de lletres que els pacients sén capagos de llegir i per tant,
seguir la seva evolucié. Es el métode més utilitzat degut a la seva facilitat de realitzacié. No
obstant, té I'inconvenient de ser subjectiu ja que esta sotmeés a la voluntat i motivacié del pacient,

aixi com a la interpretacié de I'observador.

Electroretinograma multifocal (ERG-mf): és una eina que permet avaluar de manera objectiva la

resposta electrofisiologica sectorial de la retina >*, després d’aplicar-li un conjunt d’estimuls
luminics de manera protocol-litzada. Aquesta prova possibilita I’estudi electrofisiologic de la retina
aproximadament dins dels 30 centrals de visid.

L'ERG-mf prové de l'electroretinograma de camp ampli o estandard. L’electroretinograma
estandard avalua la resposta electrofisioldgica global de la retina no permetent discriminar I'estat
funcional de petites arees dins la mateixa, com és la propia macula >>. Alteracions degut a un
EMDBT poden comportar gran repercussid visual i en canvi, no traduir-se en una disminucié de la
funcié global retiniana susceptible de ser detectada amb I'electroretinograma estandard. Per
aquest motiu, Sutter i Tran ® van desenvolupar 'ERG-mf amb la intencié de coneixer la contribucié
que fa cada area predefinida de la retina dins del global de la resposta electrica del teixit retinia

estimulat.

2.3 Bases fisiopatogéniques de la retinopatia diabética

En un futur cada cop més proxim, es presumible que el tractament medic de la retinopatia
diabética i de les seves complicacions estigui fonamentalment basat en el bloqueig farmacologic
del diferents mecanismes fisiopatogenics de la malaltia. Per aquest motiu, i creient que es la base
del nostre estudi, és imprescindible coneixer els principals conceptes patogénics principalment

involucrats, alguns dels quals s'ampliaran en capitols posteriors.

La retinopatia diabética i I'edema macular diabétic sén complicacions oculars que amb més
freqliencia apareixen com a conseqliencia del compromis de la microvascularitzacié retiniana
associada a la DM. Es ben conegut que la hiperglucemia és la causa inicial que origina el dany
tissular en els diferents organs afectats per la DM, i que en el seu tractament i control estricte
constitueixen la Unica forma de controlar la progressiéd, com clarament estableixen estudis com

DCCT (Diabetes Control and Complications Trial)>’ i el UKPDS (United Kingdom Prospective

44



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR
EN RETINOPATIA DIABETICA

Patricia Pujol Gomis

Diabetes Study)®®. Tanmateix, les alteracions que apareixen en la vascularitzacié retiniana , i que
son causants del desenvolupament de la RPD i de I'EMD, estan ben caracteritzades: alteracions del
flux sanguini, alteracions de la permeabilitat vascular i falta de perfusié capil-lar *° (hipoxia i
isquémia). Tot i aixi no estan clarament identificats els mecanismes exactes pels que la
hiperglucémia, i també la dislipeémia (DSLP) i la hipertensié arterial (HTA), causen les alteracions
descrites en els vasos sanguinis; de fet, a lo llarg dels anys han estat implicades varies rutes

metaboliques en el desenvolupament de RD i EMD. (Figura 8)

HIPERGLUCEMIA

Via de la aldosa-reductasa (sorbitol)

Factors génetics Glicacid proteica Factors potenciadors
Susceptibilitat Activaci6 de la PKC (HTA, dislipémia)
individual Via de la hexosamina
Estrés oxidatiu

Dany del endoteli vascular
Retinopatia Diabética + /- Edema macular diabétic

Figura 8. Factors implicats en el desenvolupament. En la part central descriu els mecanismes bioquimics que succeeixen

a nivell intracel-lular com a conseqiiéncia de la hiperglucémia.

A grans trets, i des del punt de vista fisiopatogeénic, la retinopatia diabética és una entitat
que cronologicament, evoluciona en dues fases diferenciades. La primera d'elles representa el
patiment passiu de les estructures afectades, mentre que la segona és una resposta que, permet

ser compensadora, pero resulta aberrant.

En la primera fase les alteracions bioquimiques, especialment la hiperglucémia, deterioren
progressivament el sistema microvascular de la retina, conduint a una situacié d' hipoxia. El teixit
retinia, en front a aquesta situacid de hipoperfussid, posa en marxa uns mecanismes
compensadors (vasodilatacié i vasoproliferacid), amb la finalitat d'augmentar el flux i la oxigenacié.
L'augment del flux i de la pressié en un arbre vascular mermat estructural i funcionalment, i sense
capacitat de resposta, origina alteracions hematologiques i parietals que agraven encara més

I'estat dels vasos. El sistema d’autoregulacié acaba per claudicar a tots els nivells. Davant la
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incapacitat de resposta es posa en marxa el segon mecanismes de compensacié, més inuatil i
aberrant i, a la par, més perillés: la vasoproliferacié, amb la formacié de neovasos i la proliferacié
de fibroblasts, iniciant-se aixi un procés de deteriorament desbocat e irreversible i que moltes

vegades condueix indefectiblement al desastre.

Aixi, els mecanismes patogénics implicats en la evolucié de la RPDBT podem agrupar-los en canvis
bioquimics, fisiologics, hematologics, endocrinologics, factors capagos de induir neovascularitzacio
. . . 60 . , . . .
(NV) i anatomics™. El desenvolupament i el progrés de la RPDBT probablement sigui secundari a
complexes interaccions entre els diferents factors mencionats. D'entre tots els mecanismes
suposadament implicats, sembla que les alteracions bioquimiques i fisioldgiques son les més
rellevants en les fases precoces de la malaltia, mentre que les anomalies endocrinologiques, amb la
aparicié dels factors inductors de neovasos, sén especialment protagonistes en les fases més

tardanes, abans de la fase proliefrativa.

Anomalies bioguimiques

La majoria de les cel-lules sén capaces de reduir el transport de glucosa al seu interior quan
la glucémia del medi extracel-lular esta elevada, de forma que la concentracié intracel-lular de
glucosa es manté constant tot i trobar-se en un medi amb hiperglucémia. Aquelles cél-lules que no
siguin capaces de reduir el transport de glucosa al seu interior sén les que patiran danys. Aquest
sembla ser el motiu pel que la DM danya de forma selectiva les cél-lules endotelials retinianes aixi
com a les cel-lules mesangials del glomerul renal i les neurones de les cel-lules de Schwann dels
nervis periferics, les quals, la tasa de transport de glucosa al espai intracel-lular no disminueix
rapidament davant la hiperglucémia, per lo que els nivells intracel-lulars de glucosa augmenten
anormalment en aquestes cél-lules. Aquest fet ratifica que la ultima causa del desenvolupament de
la RD i EMD resideix en l'interior cel-lular, no en I'ambient extracelular®.

Els mecanismes bioquimics responsables del inici i perpetuacié de les alteracions vasculars que
donen lloc a les complicacions microvasculars de la RD sén:

- cumul de sorbitol la enzima aldosa-reductasa davant un augment de glucosa intracel-lular

augmentat, la converteix amb sorbitol, de manera que aquest excés de sorbitol intracel-lular

produeix dany celular’® i també augmenta la susceptibilitat cel-lular al estrés oxidatiu®.
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- glicosilacié proteica produida de forma irreversible a causa de la hiperglucémia mantinguda,

mitjancant la interaccié no enzimatica de la glucosa amb els residus de lisina de les cadenes
d'aminoacids. Per aquest mecanismes es forma la HbA1lc.

- activacié de la proteina kinasa C (PKC) concretament la seva isoforma B, de manera cronica en el

teixit vascular dels diabétics degut a que la hiperglucemia intracel-lular augmenta la sintesis del
seus cofactors (diacil-glicerol (DAG))®?, produint multiples alteracions vasculars retinianes.

- augment de la activitat de la via de la hexosamina degut a hiperglucemia intracel-lular que

produeix UDP (uridin difosfat-N- acetil- glucosamina) que interacciona amb els residus de serina i
treonina dels factors de transcripcid, donant lloc a canvis patologics en la expressié genética®.

- I'estrés oxidatiu es postula com a nexe d'unié entre les quatre vies anteriorment mencionades, ja
que la produccié de superoxid i altres metabolits de I'estres oxidatiu per part de la cadena
transportadora de electrons de la mitocondria, induit per la hiperglucemia, podria ser el punt
comu, el nexe que originaria totes les alteracions descrites®™. La PON1 va ser considerada durant
molts anys una esterasa que podia degradar organofosforats. El descobriment de que PON1 podia
prevenir I'oxidacié de les LDL, lligant-la amb la malaltia cardiovascular, va desencadenar un boom
en l'interes cientific d’aquest enzim. Avui en dia se’l considera un enzim molt important a I’'hora de
prevenir l'estrés oxidatiu. L'estrées oxidatiu indueix una resposta inflamatoria mediada
principalment per la proteina quimioquina-1(MCP-1). Pero PON1 sembla que té la capacitat
d’inhibir la produccié de chemokine C-C motif ligand 2 (CCL2). Aixi doncs, PON1 també tindria una
funcié antinflamatoria. Les HDL tenen un paper anti-apoptotic que perden quan s’oxiden. PON1
també pot prevenir I'oxidacié de I’'HDL, aixi que PON1 també pot tenir una funcié anti-apoptotica.
Estres oxidatiu, inflamacid i apoptosi sén doncs, tres accions contra les quals PON1 sembla jugar un

paper fonamental.

Disfuncions fisiologiques

Deteriorament de la autoregulacio del flux sanguini

La retina disposa d'un important mecanisme d’autoregulacié del flux sanguini no molt ben
conegut. Aquest mecanisme condiciona un volum de flux igual en ambdds hemisferis (superior i
inferior), perd major en la retina temporal respecte a la nasal. Igualment, i a pesar de que existeixin
canvis en la pressio de perfusid, aquest mecanisme garantitza un flux molt proxim al normal i fa

que la velocitat sanguinia en els grans vasos retinians sigui, en igualtat de condicions, constant tan
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a curt plac (hores) com a llarg plac (mesos)®. Per la seva part, el sistema nerviés simpatic produeix
una vasoconstriccido uveal i sembla protegir d'una perfusié excessiva i de una ruptura de les
barreres oculars davant una elevacié aguda de la pressié arterial (PA). Aixi doncs podem dir que en
la DM es poden deteriorar els mecanismes d’autoregulacié del flux sanguini, segurament per
alteracions del sistema nervids autonom, ja que s'ha observat una relacid entre neuropatia

autondmica i errades en la regulacié del flux retinia®.

Disminucié de la velocitat sanguinia
La velocitat del flux retinia sembla ser que disminueix i és una de les primeres
manifestacions cliniques en apareéixer, augmentat la viscositat sanguinia, la degeneracié de pericits,

constriccid arteriolar i dilatacié de la trama vascular i venular®®.

Vasodilatacié compensatoria

També existeix vasodilatacié compensatoria en arterioles i venules en el pacients diabétics,
com a possible mecanisme d’autoregulacié per compensar la hipoxia retiniana, ja que, després de
fer una panretinofotocoagulacié (PFCG) el diametre vascular disminueix de forma significativa,
possible signe indicador de una milloria en la oxigenacid de les capes internes de la retina, i, per

tant, de la eficacia del tractament amb PFCG®*®°.

Anomalies en la paret vascular

La paret vascular pateix els efectes de la circulacié alterada. el coeficient de rogament és
superior al normal lo qual repercuteix negativament sobre la paret endotelial, que a la seva vegada
ja presenta alteracions bioquimiques, de manera que l'endoteli pateix progressivament fins
desapareixer. Aquesta anomalia estructural augmenta la permeabilitat dels vasos amb sortida de
plasma i proteines, sobretot a nivell capil-lar, ocasionant edema i exsudats durs. En les arterioles
augmenta la permeabilitat i el rogcament, ocasionant lesié endotelial i entrada de proteines en la
paret vascular. La paret carregada de proteines i altres substancies plasmatiques augmenta el seu
gruix, s'endureix i perd elasticitat. Aquest fet, associat a la pérdua de pericits (cél-lules contractils),
condiciona en la paret arteriolar la pérdua de capacitat reguladora del flux i la pressid intravascular
en un procés similar al de la arteriosclerosis i la hipertensid arterial. La retina és aixi incapa¢ de

controlar de forma adequada els augments de perfusié®’.
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Disfuncions hematologiques
Les alteracions hematologiques que apareixen en relacié a la DM comprometen als
elements formes de la sang (sobretot globuls rojos i plaquetes), i a la viscositat del plasma i la sang

total.

Alteracions en els eritrocits

Els globuls vermells juguen un paper important en el desenvolupament de les anomalies
vasculars que apareixen en la RD, sobretot per I'augment de I'agregacid i per la disminucié de la
deformabilitat que presenten. L'augment de la agregabilitat sembla condicionat pel nivell de
control metabolic i pel elevats nivells de proteines plasmatiques®’. La viscositat sanguinia depén de
la viscositat plasmatica (determinada per les proteines del plasma), la deformabilitat i concentracio

de globuls rojos i la agregacié plaquetaria. Tots aquests factors es troben alterats en la DM.

Anomalies en la coagulacié

En el context de la DM existeixen una série de factors que produeixen un estat de
hipercoaguabilitat motivat en gran mesura per un augment de fibrinogen i factor VIII, aixi com una
activitat fibrinolitica disminuida %, els agregats de plaquetes i globuls rojos que es formen en el
pacient diabétic poden no ser capacos de passar a través de les arterioles o dels petits capil-lars i
ocloure parcial o completament aquests vasos. Aquestes oclusions focals podrien justificar
I'aparicio d'arees focals d'isquemia de la capa de fibres nervioses que es manifesten
oftalmoscopicament amb la preséncia d’exsudats tous. Les oclusions d'arteries de major diametre
produeixen una situacié d'hipoxia més disseminada en la retina. L'existencia de microtrombosis
des d'estadis inicials de la malaltia ha sigut confirmada de forma reiterada per AGF i per anatomia
patologica. La oclusié capil-lar pot precedir als signes oftamoscopics, evidenciant en la AGF arees
de no perfusié (arees hipofluorescents amb amputacié i la trama capil-lar). Aquest fenomen

empobreix considerablement el pronostic visual quan es localitza a la macula.
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Factors inductors de neovascularitzacio

La retinopatia diabetica constitueix un exemple prototip de un grup de malalties
englobades en les denominades retinopaties isquemiques, caracteritzades per la preséncia
d'extenses arees de no perfusid capil-lar i pel desenvolupament de neovasos (angiogénesis
intraocular). entre les substancies implicades en el fenomen de la angiogénesis cal destacar les
hormones (hormona de creixement, factor de creixement similar a la insulina, hormona del
embaras i la angiotensina Il), els polipéptids (factor de creixement de fibroblasts, factor de
creixement del endoteli vascular, factor transformador del creixement, entre altres) i els

moduladors de la angiogénesis (heparina, heparin-sulfat i coure).

Hipotesi de la neovascularitzacié mediada per factors vasoproliferatius

El procés mediat per factors d'estimulacidé que indueix la neovascularitzacié intraocular té
varies fases:
- una primera fase on la DM, a traves de mecanismes multifactorials, provoca anomalies vasculars
en la retina que provoquen hipoperfusié i isquémia retinana®.
- segona fase on aquests canvis estimulen la expressid i la secrecié de factors de creixement a
partir de diverses cel-lules retinianes.
- tercera fase en qué els factors vasoproliferatius difonen en el teixit retinia i a través del globus
ocular, acoplant-se eventualment a receptors altament especifics situats en les cél-lules endotelials
dels vasos.
- en una quarta fase, aquesta unié del factor amb el seu receptor indueix una série de reccions
bioquimiques intracel-lulars que transmeten les senyals per activar la replicacié cel-lular i

augmentar la permeabilitat vascular.

Coneixen aquests mecanismes fisiopatogenics, qualsevol d'aquestes quatre fases podria
ser interrompuda terapéuticament mitjangant preparats farmacologics adequats. En la regulacié
de la proliferacié cel-lular, un cop la senyal intracel-lular es transmesa, influeixen nombroses
molécules, com les sintegrines, angiostatina, endostatina i metaloproteinases, que també podrien

ser teoricament inhibides farmacologicament.
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Mediadors candidats capagos de induir neovasos

Factors de creixement que poden influir com a possibles mediadors de Ia
neovascularitzacié intraocular mitjancant tres accions fonamentals: com estimuladors primaris de
la angiogeénesis, com factors permissius ( permeten I'accié dels factors primaris pero sense induir

I'estimul per si mateixos) i augmentant sinergicament I'accié d'altres factors.

Els principals factors de creixement o molécules mediadores sén:

- Factor basic de creixement dels fibroblasts (BFGF): probablement actua com un factor

potenciador en el desenvolupament de RD’%"*.

- Hormona de creixement (GH) i factor de creixement similar a insulina (IGF-1) es creu que juguen

un paper permissiu en la induccié d ela isquémia i no com un factor estimulador fonamental en la
angiogénesis’*"*.

- Factor de creixement dels hepatocits (HGF) : les concentracions de HGF sén més elevades en

pacients amb retinopatia més activa i viceversa, pero el seu paper com a mediador en retinopatia
diabética proliferativa (RDP) es desconeix’”.

- Angiostatina i endostatina: sén inhibidors endogens de la angiogénesis i tot i que es coneix la seva

activitat antitumoral, es desconeix el seu paper en RD’*.

- Factor de creixement del endoteli vascular: el VEGF és una proteina amb una potent activitat

angiogénica e inductora de permeabilitat vascular, els seus nivells es troben clarament elevats en
humor vitri del pacients amb RDP en relacié amb els pacients amb un grau de retinopatia diabética
no proliferativa (RDNP) o bé respecte a les formes proliferatives inactives o quiescents
anatomics®’. Els nivells de VEGF intravitris també estan elevats davant la preséncia de
neovascularitzacié secundaria a altres patologies retinianes isquémiques, com la oclusié de vena
central de la retina (OVCR). L'augment de la permeabilitat dels vasos de la retina pot manifestar-se
en absencia de neovascularitzacié, tot i aixi, una caracteristica universal de tot estat de proliferacié
activa és l'augment de la permeabilitat vascular. Inclis en les fases més incipients de la RD, la
retina expressa de forma preco¢ el VEGF i a més a més la seva resposta en front a I'estimul
d'aquest factor esta clarament potenciada.’®. D'aqui que els inhibidors de la accié del VEGF puguin
resultar beneficiosos no només per evitar les complicacions secundaries a la neovascularitzacio i la

hiperpermeablitat vascular, siné també per evitar la progressié de la retinopatia.
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- Protein Kinasa : la hiperglucémia que crea la DM produeix la aparicié de canvis metabolics i
bioquimics, incloent I'estrés oxidatiu, la potenciacié en la glicosilacié del productes de desfet i la
sintesi de diacilglicerol. Tots tres fenomens indueixen I'activacié de la PKC beta en la retina que
produeix diverses anomalies bioquimiques associades al estat diabetic i induint la progressié de la
RD. La activacié de la PKC col-labora en el fenomen d'estimulacié de I'expressié del VEGF junt amb
la hipoxia i la hiperglicemia’’. Per tant, i des del punt de vista potencialment terapéutic, la inhibicié
de la PKC-beta resultaria en la inhibicié de I'expressié del VEGF induida per la hiperglicemia,
donant una atenuacié dels efectes derivats de les complicacions vasculars de la DM.

Canvis anatomics

Aquests canvis formen part dels signes clinics que habitualment trobem en aquest
pacients, destacariem:

- pérdua de cel-lules murals (pericits) en la membrana basal dels capil-lars de la retina, lo qual

facilita la dilatacié focal de la paret capil-lar i posterior aparicié de microaneurismes

- alteracions de la membrana basal capil-lar: primer hi ha un engruiximent progressiu, posterior

vacuolitzacio i s'infiltra de lipid i restes cel-lulars. Hi ha una disminucié del diametre del vas i de la
difusid de nutrients, afavorint la hipoxia tissular i la estimulacié de la proliferacié de cél-lules

endotelials.

3. LESIONS DE LA RETINOPATIA DIABETICA

De totes les complicacions que la DM pot ocasionar a nivell ocular, la RPDBT és la que amb

major frequiéncia condueix a la ceguesa (80%).”%"°

Gracies als grans estudis clinics portats a terme en les ultimes décades®®® se sap que,
depenent del tipus, nimero i localitzacié de les diferents lesions que apareixen en el fons d'ull, és
possible establir una classificacié o escala de severitat de la RD i contribuir amb aix0 a identificar a
temps les formes de risc i prevenir els nous casos de ceguesa per aquesta causa.

Se sap que és necessari un periode de minim de cinc a deu anys de hiperglucemia
mantinguda per a que comencin a manifestar-se les lesions microangiopatiques. A més a més, en la

seva hiperglucemia flueixen determinats factors de risc, entre els quals destaca especialment el

grau de control metabolic. Després de la publicacié dels resultats del DCCT i UKPDS és
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universalment acceptat que existeix una correlaciéd molt evident entre el grau de control metabolic
i el desenvolupament i la progressié de les complicacions oculars de la DM®*3*,

La existéncia de uns nivells elevats i mantinguts de glucosa desencadena una seérie
d’alteracions bioquimiques i com a conseqiiéncia en trobem un cimul, en el diferents teixits, de
poliols, radicals lliures i productes de glicosilacié avancada que indueixen al augment de la sintesis

de diacilglicerol i la activacio de la PKC®®(Figura 9) juntament amb canvis anatomics i

hematologics que caracteritzen la RD.

Endotelina-14
Oxid nitrosw

Diabetes

y

WFlux sanguini retinia (€= ANVEGF —> Estrés oxidatiu
Productes finals de la glicosilacio

(diacilglicerol)

Endotelina-1\% ANOxid nitrés

‘ Oclusid capilars Progressio de la retinopatia

ANFlux sanguini retinia

Neovascularitzacié }__4{ Hiperpermeabilitat vascular

Figura 9. Aspectes fisiopatologics basics en el desenvolupament de la retinopatia diabeética i del edema macular

3.1 Signes oftalmoscopics de retinopatia diabética

Les lesions que apareixen en la RD no sén patognomoniques, pero, el context clinic en que
es presenten, la distribucid i el curs natural de la malaltia sén altament especifiques d'aquesta
patologia. Des del punt de vista clinic es distingeixen dos tipus de RD: la forma no proliferant, en la
gue les alteracions que apareixen es relacionen sobretot amb I'augment de permeabilitat vascular,

i la forma proliferant en la que predominen els fenomens d'isquémia i neovascularitzacid.

Lesions associades al augment de permeabilitat vascular

Microaneurismes (MA): dels primers signes oftalmoscopics de RPDBT. Sén dilatacions saculars de

la paret dels vasos, sobretot venosos, que observem com punts vermells intraretinians, com a
conseqliencia de la pérdua de pericits i la debilitat ela paret del vas. Se situen sobretot al pol
posterior i costat temporal macular, medeixen de 15 a 50 micres. La AGF ens ajudara a diferenciar-

los de microhemorragies. El seu nimero determina la gravetat de la RD. (Figura 9)
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Figura 9. Imatge de retinografia ampliada que mostra microaneurismes vasculars

Hemorragies intraretinanes: dels primers signes oftalmoscopics de RD. Degudes a ruptura de MA o

per alteracié permeabilitat vascular capil-lar o de venules (Figura 10). La quantitat d’hemorragies

augmenta conforme progressa la RD, per tant, tenen valor pronostic.

Figura 10. Imatge de retinografia que mostra hemorragies intraretinanes

Exsudats lipidics: o també denominats exsudats durs, apareixen classicament com diposits blanc-

grocs ben definits, i corresponen a diposits extracel-lulars de lipids i lipoproteines que es
produeixen com a conseqiiéncia del augment de permeabilitat vascular. No sén exclusius de la RD,
perd si que sén un signe tipic de la malaltia. La localitzacié, numero i extensié dels exsudats durs
guarda relaciéo amb la gravetat de I'edema macular, pero no amb la progressié de la RD (Figura

11)87-89'

Figura 11. Imatge de retinografia que mostra exsudats lipidics
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Lesions associades a fendomens vasculars obstructius

Diposits cotonosos:  detritus del flux axoplasmic acumulats en la retina interna com a

conseqliencia de microinfarts a nivell de la capa de fibres nervioses per oclusié subita d'arterioles
precapilars. Apareixen com a formacions blanques ovalades, mal delimitades proximes a la papil-la
optica i tenen un tamany d'entre 300 i 700 micres. No sén patognomonics de la RPDBT, tot i que el

seu numero tendeix a augmentar amb la progressié de la RPDBT. (Figura 12)

Figura 12. Imatge de retinografia que mostra diposits cotonosos

Anomalies vasculars retinianes i/o intraretinanes: la seva preséncia en un pacient amb RD

constitueix un indicador molt fiable de progressié de la hipoxia retiniana, de la preséncia d'arees
d'isquémia i de la possible evolucié imminent de la RD cap a formes proliferants.’® Poden ser de
tipus vends (dilatacid, tortuositat, duplicacid, ases vasculars, envainament i exsudats perivenosos)
o de tipus arterial ( estenosis, envainament i oclusions).Tot i aix0 la anomalia vascular més
destacable i significativa de la tortuositat venosa i constitueix un dels indicadors més fiables de la
progressié de la RD cap a una forma proliferativa. Poden coexistir diferents tipus d'anomalies
vasculars. Les denominades anomalies microvasculars intraretinanes (AMIR) estan situades en la
red capil-lar, sorgides com a resposta a la isquémia retiniana focal. Definides com neovasos
intraretinans incipients >, les AMIR sén ases vasculars que s'originen a partir d'una vénula per
acabar en una altra. Es diferencies amb la AGF dels neovasos superficials perqué no presenten
fugues de contrast tan profuses®. el nimero de quadrants afectats per les AMIR determina el
nivell de gravetat de la RDNP, i, la seva presencia, junt amb la tortuositat venosa i la preséncia
d'hemorragies confluents constitueix un precursor molt significatiu de neovascularitzacié imminent

o present. (Figura 13)

55



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR
EN RETINOPATIA DIABETICA

Patricia Pujol Gomis

Figura 13. Imatge de retinopatia diabética severa, amb preséencia de bucles venosos, tortuositat vascular, hemorragies

abundants als 4 quadrants i molts exsudats durs, juntament amb edema macular

Neovascularitzacid: La preséncia de neovasos en el disc optic i/o damunt la superficie interna de la

retina confirma inequivocament la existéncia d'una forma proliferant de RD. Els neovasos
s'originen en els trams venosos de les zones d'isquéemia i sorgeixen com a resposta a la falta de

perfusié i a la alliberacié de factors angiogénics”™**

Inicialment creixen en la retina per després de
travessar la membrana limitant interna i estendre’s cap a la hialoides posterior i cavitat vitria. En
etapes més avancades de la malaltia s'acompanya en el seu creixement de un teixit fibrés que els
hi serveix de suport (proliferacions fibrovasculars), augmenta la seva adheréncia a la hialoides
posterior i, finalment, la contraccié d'aquest teixit afavoreix I'aparici6 de complicacions

(hemorragia subhialoidea, hemorragia vitria i desprendiment de retina traccional). (Figura 14)

Figura 14. Imatge de retinopatia diabética severa, amb preséncia de neovasos. a) Neovasos a periferia temporal b)

Neovasos a papil-la
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3.2 Maculopatia diabética

Concepte i classificacid

Engloba tots aquells canvis patologics, tant en l'estructura interna de la retina com en
I'espai preretinia o subretinia, que afecten directament I'area macular en el context de una RD
Aqguesta anomalia representa, particularment en la seva forma edematosa, la primera causa de
perdua visual en la poblacié diabética amb edats compreses entre el 20 i 60 anys.
caracteristicament, I'afectacié macular diabética es manifesta més precocment en la DM tipus 2.%
La fisiopatologia de la maculopatia diabética és multifactorial i es relaciona basicament amb la
hipoxia del teixit adjacent als vasos, la proliferacié de diversos factors vasoproliferatius i I'alteracio
de la permeabilitat de la barrera hematoretiniana (interna i externa), amb el conseqiient augment
de la permeabilitat vascular ( maculopatia edematosa). En certs casos predominen els fenomens
oclusius vasculars, desencadenant la denominada maculopatia isquemica. La hialoides posterior, la
presencia de proliferacions fibrovasculars i el engruiximent de la membrana limitant interna també
juguen un paper decisiu en la denominada maculopatia diabética traccional® i, al mateix temps,
poden induir la descompensacié dels vasos retinians, conduint a una situacié d'edema. En el
context de una maculopatia diabética és freqient la combinacié de varis d'aquests factors
fisiopatogenics i, per tant, la coexistencia d'un component edematds amb un component isquémic
macular, o bé la combinacié d'elements traccionals amb la preséncia d'edema i/o isquémia
macular. Les tres formes més freqlients de maculopatia diabética: edema macular, maculopatia

isquémica i maculopatia diabética amb component de traccié de la hialoides posterior

Edema macular diabétic

Constitueix la principal causa de ceguera en el pacient diabetic, especialment en pacients
amb RPDBTP, i consisteix en I'acimul de fluid en la macula a partir de capil-lars hiperpermeables
de la retina, microaneurismes, anomalies microvasculars intraretinanes o per incompeteéencia del
EPR de la BHR. A la exploracié clinica amb BMC es detecta un engruiximent retinia amb
caracteristiques ben definides. Al inici de la malaltia el EMD pot tractar-se d'una situacio reversible,
perd un cop es cronifica es produeixen canvis retinians degeneratius amb repercussions funcionals

97,98

irreparables®”". La prevalenca del EMD esta directament relacionada amb el control, la gravetat i

la duracié de la malaltia metabolica, aixi com la severitat de la retinopatia.
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Els factors sistemics de risc involucrats en el desenvolupament del EMD sén: nivells elevats de
HbAlc, HTA diastolica, antecedents de malaltia cardiovascular, anémia greu (hematocrit < 40%),
dislipémia, insuficiencia renal (IR), embaras i habit tabaquic.

Sol aparéeixer abans en els pacients amb DM tipus 2, és a dir, aquells en els que la malaltia
s'ha establert de forma tardana, generalment per damunt dels 30 anys. En canvi en els pacients
amb DM tipus 1 la incidéncia de EMD durant els primeres anys de la malaltia és molt escassa’”.
L'EM es presenta solament en el 3% dels ulls amb retinopatia diabetica lleu (RDLL), augmentant al
38% en aquells ulls amb retinopatia no proliferativa de moderada a severa i elevant-se al 75% en
aquells ulls amb RDP®.

Entre els mecanismes responsables de la formacié de EMD cal destacat la ruptura de la
BHR. Tanmateix, una descompensacié en l'equilibri entre el gradient de pressié oncotica e
hidrostatica en la BHR contribueix al moviment i cimul de fluid en I'espai extracel-lular. Altres
factors implicats en la génesis del edema soén la hipdxia retiniana, la sintesis de factors vasogenics,
que augmenten la permeabilitat vascular (VEGF, Interleukina-6, angiotensina Il) i les traccions
vitreomaculars®. La clinica del EMD és molt variada i depén, en gran part, de a localitzacié del
edema. si es tracta d'un edema focal i extrafoveal pot cursar de forma asimptomatica. en el cas de
que el edema afecti al centre de la fovea, el compromis de la agudesa visual sera major o menor en

funcid del espessor retinia central i del temps d'evolucié del procés. (Figura 15)

Figura 15. Imatge de OCT amb edema macular diabetic
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Maculopatia isquémica

Es defineix com una oclusié segmentaria dels capil-lars retinians que afecta a la arcada
anastomotica perifoveal en una extensié superior al 25-50%, i que sol cursar amb una gran

disminucié de la AV*®

. La isquémia macular es deu principalment a una oclusié dels capil-lars del
pol posterior del globus ocular, especialment a nivell de la red capil-lar que delimita la zona ZAF. Es
tracta de una d eles complicacions més greus de la RD, essent tres vegades més prevalent en
pacients amb DM tipus 2, i , tot i aixd, més greu en DM tipus 1, doncs el grau de tancament
capil-lar és major en aquests casos'’’. També, menys freqlientment pot ser conseqiiéncia de una
oclusio arterial retiniana (de rama o central) o bé per una patologia obstructiva a nivell de la artéria
oftalmica o a nivell de la arteria carotida interna. L'arcada anastomotica capil-lar peritoneal, amb el
seu ZAF central, correspon a una area localitzada en el centre de la macula de un tamany de unes
500 micres. aquesta zona posseeix la major concentraci6 de fotoreceptors de la retina,
predominantment cons, amb la particularitat de que cada FR con li correspon una Unica fibra
nerviosa. Aquesta caracteristica li permet captar la informacio referent al color i al contrast de la
imatge, a la vegada que la converteix en la regi6 que proporciona la major agudesa visual'®.

La AGF constitueix la prova complementaria més sensible per observar amb detall la complexa red

vascular perimacular. (Figura 16)

Figura 16. Imatge de AGF que mostra arees d'isquémia a la zona macular (zones hipoperfoses)

Maculopatia traccional

En ocasions el EMD es relaciona amb un factor mecanic de traccié que descompensa la
BHR interna (vasos retinians) donant lloc al cimul de fluid i de material lipidic en la retina.
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Una teoria sobre l'origen d'aquestes traccions vitreomaculars postula que aquestes
podrien ser secundaries a una alteracié de l'estructura del col-lagen vitri, per un fenomen de

glicacié anomala secundaria a la hiperglucémia™®'%

. La hialoides posterior tracciona a mode de
meseta sobre el pol posterior i produeix una descompensacié de la BHR interna. La ecografia i la

OCT també poden ser de gran ajuda per confirmar la sospita diagnostica. (Figura 17)

Figura 17. Imatge de OCT que mostra traccio vitreomacular amb engruiximent retinia

4. CLASSIFICACIO DE LA RETINOPATIA DIABETICA

Les técniques més acceptades per I'exploracié y la classificaci6 de la RD soén,

respectivament, la oftalmoscopia i la fotografia estereoscopica (en ella es basa la classificacio
ETDRS, la més acceptada pels estudis clinics de RD).
El fet que la RD sigui una malaltia progressiva i que els grans estudis multicéntrics nortamericans
hagin demostrat que amb el tractament preco¢ de les formes de risc és possible evitar la
progressié cap a la ceguera en més del 90% dels casos, fa imprescindible utilitzar una classificacio
gue permeti detectar facilment aquests estadis.

Existeixen varies caseificacions del EMD en funcié de la clinica, de l'aspecte BMC o
tomografic. La classificacid classica, que s'usa poc en I'actualitat, distingeix edema macular segons
sigui focal o difds™. La classificacié ETDRS divideix I'edema macular segons la seva aparenca a la
BMC en clinicament o no clinicament significatiu, i es tracta de una classificaci6 amb finalitat

basicament encaminada cap a la decisié terapéutica’, segons el risc de pérdua visual moderada.
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4.1 Classificaciéo ETDRS

Considerada com patrd de referéncia gold standard. Basada en la analisis d'imatges
estereoscopiques de 3092 realitzades, amb la pupil-la dilatada, en els 7 camps estandard
documentats. L'objectiu fonamental es valorar la gravetat o risc de progressié de cada un dels
estadis. L'estadiatge s'estableix en funcié del tipus i del nimero de lesions observades per
comparacié amb les fotografies estandard proposades per ETDRS. Es la més usada en investigacié

clinica, perd és massa complexa en la practica clinica diaria. (Taula 3)

ETDRS AAO (Académia Americana

d'Oftalmologia)

10 No Retinopatia Absencia de lesions

14, 15 No Retinopatia 14= exsudats cotonosos aillats

15= hemorragies sense microaneurismes

20, 35 Retinopatia lleu Microaneurismes, hemorragies

43 Retinopatia moderada Hemorragies (>20 hemos en els 4
guadrants) i, microaneurismes (MA) en els
4 quadrants i anomalies intravasculars

retinianes (AMIR) en 3 quadrants

47,53 Retinopatia severa Presencia de qualsevol de:
> 20 hemos en els 4 quadrants
2 rosariament vends

AMIR en > 1 quadrant

61, 65 Retinopatia proliferativa Presencia de neovasos

Taula 3. Classificacié en la RD recomanada per la AAO, basada en I'estudi ETDRS

4.2 Classificacid internacional

Sorgeix per la incomoditat de classificaciéd ETDRS degut a la seva complexitat. Pot ser usada
i compresa no només per especialistes en retina, siné per oftalmolegs generals i metges d'atencid
primaria. Pretén simplificar conceptes i millorar la comunicacié i l'intercanvi d'informacié entre

oftalmolegs i altres especialistes que també tractin a pacients diabétics.
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7

4.3 Classificacié "convencional" o modificada de ETDRS

Més completa que la internacional, ja que pot resultar insuficient per a oftalmolegs en
segons quins casos. Classificaciéd per nivells de gravetat clinicament apropiada i suficient, que
defineix molt bé els criteris d'inclusié en cada un dels nivells i permet establir un pronostic i un

tractament adequat.

5. OPCIONS TERAPEUTIQUES EN RETINOPATIA DIABETICA

5.1 Fotocoagulacid laser i crioterapia

La FCG laser en el pacient diabétic es pot realitzar utilitzant una font d'emissié de laser
extraocular o bé una sonda de laser intraocular (laser intraoperatori/endolaser). Les propietats
fisiques d'aquest laser permeten que aquest interactui precisa i especificament amb els teixits.

Existeixen varies tecniques de FCG macular:

La FCG focal on el tractament es realitza sobre microaneurismes localitzats entre les 500 i
3000 micres dins de la macula i que sén els que ocasionen el EMCS.

La FCG en reixeta el diametre d'aplicacié és de 100 a 200 micres (I'espai entre impactes ha
de ser igual al diametre de l'impacte).

La FCG panretinana iniciada en casos de RD amb caracteristiques d'alt risc, on es vol induir

una ablacié de les arees d isquémia retiana, per evitar la alliberaci6 de substancies
vasoproliferatives, estabilitzar la retinopatia i prevenir la pérdua greu de visio. Té efectes
secundaris i molts cop la AV no millora, pero els efectes beneficiosos de la FCG superen els
negatius de la mateixa. El diametre de la aplicacié és de 500 micres i intensitat suficient, s’estén a
partir d eles arcades vasculars, de forma ordenada, cap a la periféria respectant els vasos, es fan

sessions separades en el temps en periode de 3-6 setmanes. (Figura 18)

Figura 18. Fotocoagulacidé panretinana en un pacient diabeétic
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La crioterapia és un procediment fisic capag d’induir I'ablacié del teixit retinia mitjangant I'aplicacio
de fred transconjuntival o transescleral a través d'un transductor manual connectat a una bomba
de nitrogen liquid. El seu Us es restringeix a casos molt concrets, el principal en persisténcia

d'activitat neovascular i/o complicacions en un pacient ja préviament panfotocoagulat.

5.2 Injeccions intravitrees
L'administracié de farmacs injectats al a cavitat vitria (Figura 19) s'utilitza per al tractament de
certes malalties que afecten al segment posterior. L'edema macular esta considerat com una de les
complicacions oculars de la DM de més dificil maneig.

Actualment s'admet que I'EMD es produeix com a conseqiiéncia de una descompensacié d

ela BHR mediada per la PKC i potenciada pel factor de creixement VEGF.

Figura 19. Procediment d'injeccid intravitria en condicions d'esterilitat

Injeccid de corticoides

Els corticoides suprimeixen la resposta inflamatoria de forma inespecifica,
independentment de quina sigui la naturalesa del estimul inflamatori: inhibeixen I'accié de la
fosfolipasa A2, lo qual manté la integritat de la BHR i inhibeixen el gen precursor de VEGF. (Figura

20)
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FOSFOLIPIDS DE MEMBRANA
Fosfatidil colina
Fosfatidil inositol

Fosfolipasa A2 °

’ Acid araquidonic

—

Lipooxigenasa  Ciclooxigenasa

v v

Leucotriens Prostaglandines

Tromboxans

Figura 20. Mecanisme d'acci6 dels corticoides. Inhibicié de la fosfolipasa A2 i de la formacid dels metabolits de I'acid

araquidonic (leucotriens, prostaglandines i tromboxans), responsables de la inflamacio.

Injeccié antiVEGF

El VEGF és un factor pro-angiogenic que juga un paper molt significatiu en la fisiologia de
diversos processos, com el desenvolupament de una vascularitzacié correcta en I'embridé i en I'0s.
L'activitat del VEGF esta relacionada també amb processos angiogénics patologics com la
neovascularitzacié coroidea, la retinopatia del prematur i el desenvolupament de tumors. En la RD
el VEGF és produit per les cel-lules del EP, els pericits i les cel-lules endotelials de la retina en

1% Es un dels principals

resposta a la hipoxia causada per l'alteracié estructural dels capil-lars
mediadors de |'alteracié de la BHR i de la produccié de la angiogenesis en la retina isquémica.

Els pacients amb RD tenen nivells més elevats de VEGF intravitris que pacients normals.

Els ulls amb RD proliferativa, després d'haver sigut vitrectomitzats, continuen mantenint nivells alts
de VEGF intravitris, i aquests nivells sén superiors als trobats en el plasma, lo que suggereix una

1% De manera que la inhibicié de la

secreccié mantinguda local de VEGF post vitrectomia por RDP
activitat VEGF és un pas important en la prevencié i el tractament de les diverses alteracions que

se succeeixen en el desenvolupament del dany microvascular diabétic

5.3 Cirurgia vitreoretinana
L'objectiu fonamental d'una vitrectomia és la desaparici6 d'una hemorragia vitria,
reposicionant la retina i evitant la progressio de la retinopatia en remoure la hialoides posterior del

vitri, que serveix de sustentacié dels neovasos i possibilitant la contraccié del teixit fibrovascular
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que causa el despreniment traccional de la retina. Aixo facilita el tractament amb laser, que
s'estabilitzara finalment la retinopatia en molts casos.

Les indicacions d'una vitrectomia en RD son:
1. Hemorragia vitria severa sense tendéncia a reabsorcid, i es recomana una vitrectomia precog
amb endofotocoagulacié en pacients sense tractament previ amb laser, en pacients que hagin
perdut la visio de I'altre ull, en diabetics tipus 1 i rubeosis de l'iris.
2. RDP activa, que persisteix malgrat una panfotocoagulacié completa.
3. Hemorragia pre-retiniana o vitria parcial no permet realitzar una fotocoagulacio eficag.
4. Despreniment traccional de retina amb compromis macular.
5. Despreniment de retina mixt traccional / regmatogen
6. Pacient amb EMD i traccid vitreoretinal significativa

La vitrectomia en casos de bon pronostic, sense compromis macular, és una de les
intervencions amb major efectivitat per recuperar la visié en una ceguesa associada a retinopatia
diabética, podent aconseguir una visid6 millor de 20/100 en prop del 80% dels casos, tot i que
aquest resultat funcional depén de la circulacié retiniana i de I'estat anatomic de |'ull preoperatori.

Es condicions favorables més del 90% dels casos estabilitzen la seva retinopatia.

6. MANEIG DE LA RETINOPATIA DIABETICA

6.1 Establiment de la primera exploracié oftalmica
DM tipus 1: la primera revisié oftalmica es fara als 3-5 anys del diagnostic de la DM. En cas
de presentar-se algun signe de RD s’aconsella mantenir el control ocular en els centres hospitalaris,

en base al alt grau de complicacions i caracter agressiu de les mateixes.

DM tipus 2: la primera revisié es fara en el moment del diagnostic aconsellant controls
anuals o bianuals posteriors si no hi ha factors de risc associats fins I'aparicié d'algun grau de
retinopatia. En detectar aquesta, els criteris clinics son exposats segons el grau d'afectacio,
I'existéncia o no d'edema, ifo la preséncia de complicacions secundaries a una retinopatia
avancada. S'ha de prestar especial atencié a aquells pacients diabétics tipus 2 d'aparicié

primerenca, i més concretament entre els 30 i 50 anys, a causa de la seva major expectativa de
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vida i un control metabolic habitualment inadequat, aixi com aquells en tractament amb insulina ja

.z . . . g . 1
que, en relacié amb les complicacions, es poden comportar com diabétics tipus 1 '%.

6.2 Seguiment

Per establir la freqiiéncia de les revisions posteriors es tindra en compte, d'una banda, el
grau de retinopatia i, d'altra, I'estat de la macula. Pel que fa a la periodicitat de les revisions
primara el criteri de major risc visual. Per exemple si un pacient amb RPDBTLL, el control
aconsellat és anual, presenta també un EMDBT clinicament significatiu associat, la periodicitat de
les visites les ha de dictar aquest ultim (cada 3 mesos).

En tots els estadis de la RPDBT és essencial el control endocrinoldgic fonamentalment de:
glucémia, hemoglobina glicosilada, microalbuminuria en orina, hipertensié arterial (HTA),
sobrepes, lipids, estat cardiac i renal. Aixd té conseqiiéncies en dos sentits, d'una banda si existeix
un trastorn metabolic important el nostre control ocular haura de ser més freqlient i, d'altra
banda, podem posposar el tractament ocular, per exemple d'un edema macular, fins que
s'aconsegueixin nivells acceptables de glucémia i/o TA en alguns casos. Aixi mateix es recomanara

al pacient deixar de fumar.

6.3 Sense RD aparent
Examen oftalmic bianual si hi ha bon control metabolic (Hbalc <7%) i abséncia de factors

1
%sembla

de risc associats (HTA, dislipémies, etc.). En aquests casos I'exploracié oftalmica bianual
ser suficient per detectar a temps tant I'edema macular com la RD proliferativa. Aixd reduiria el
nombre de primeres visites a I'oftalmoleg en un 25% la qual cosa disminuiria considerablement els
costos sanitaris i evitaria al diabétic algunes exploracions innecessaries.

Exploracions oftalmoldgiques anuals si hi ha factors de risc associats o el control metabolic és

dubtds o deficient.

6.4 Amb RD lleu

Control oftalmoldgic anual. Avangar el control en cas de: gran quantitat de MA o que
aquests amenacin fovea, primera exploracié d'un pacient mal controlat, pas recent d'antidiabétics
orals a insulina, pacients embarassades (es fara un control a cada trimestre i després cada 6 mesos

durant el primer any després del part). En aquest estadi és fonamental informar i conscienciar el
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pacient sobre la importancia del control metabolic. Segons el DCCT '

en els diabetics tipus 1
gue mantenen un nivell mitja d'HbAlc del 7,2% es redueix la incidéencia de la retinopatia en un 76%
i la progressié de la retinopatia diabética en un 54%.El UKPDS "' va constatar troballes similars en
els diabetics tipus 2. A més va demostrar que el control estricte de la tensid arterial disminueix la

progressié de la RD en un 34% i el deteriorament de I'agudesa visual en un 47%"*.

6.5 Amb RD moderada (RDM)
Control oftalmologic semestral.
No precisa AFG. No precisa PFCG atés que el risc de progressié a I'any a RD proliferativa

oscil-la entre 1-8%.

6.6 Amb RD severa

Les RD no proliferativa severa sén casos que han de ser analitzats amb cautela, atesa la
probabilitat de progressido a RPDBT proliferativa que se situa al voltant del 50,2% en un any (un
14,6% 21 amb caracteristiques d'alt risc).

* DM 2: control hospitalari cada 3-4 mesos.

¢ DM 1 amb mal control metabolic: revisié hospitalaria cada 2 mesos.
Considerar PFCG primerenca en aquells pacients amb major risc de progressar: DM 2 amb mal
control metabolic, pacients que no compleixen les revisions de forma habitual, RDP en l'altre ull,
pacients amb cataractes amb significacid visual evident que pugui limitar en un futur proxim la
PFCG, previ a la cirurgia de cataracta, embaras o intencié d'aconseguir arees d'isquéemia
angiografica generalitzades.

En aquests casos l'ordre de fotocoagulacié que s'aconsella és realitzar un quadrant per
sessié comengant pel nasal o l'inferior i finalitzant pel temporal. Pel que fa a la freqliencia, es
donara una sessid cada 2-3 setmanes (si es pot esperar, millor cada 3 setmanes) ja que la macula
no es recupera en 1 sola setmana. Abans de comencar la fotocoagulacié s'ha de tenir en compte
els diferents graus de magnificacié de les diferents lents disponibles.

Hi ha alguns treballs que proposen I'Us d'anti-VEGF com a coadjuvants de Ia

panfotocoagulacié, en un intent per minimitzar I'edema macular post-laser'>**.
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Es important emfatitzar que en els casos amb RPDBT severa que hagim decidit fer una
PFCG i que a més presentin edema macular clinicament significatiu es tractara primer aquest i

posteriorment es fara la PFCG.

7. MANEIG DEL EDEMA MACULAR

7.1 Edema macular clinicament significatiu (EMCS) focal o multifocal

El tractament d'eleccié d'aquest tipus d'edema continua sent la fotocoagulacié focal.

Ofereix bons resultats a llarg termini i esta considerat com el tractament de referéncia

El tractament es realitzara sobre els microaneurismes que s'escapoleixin i estiguin situats al
centre de les corones circinades, entre 500 i 3.000 micres del centre de la ZAF, amb espot de 50-
100 micres i poténcia suficient per aconseguir un blanqueig suau dels mateixos. En aquells edemes,
generalment ja de tipus mixt (i no purament focals), en els quals I'engrossiment macular central
dificulti la laserterapia (que sol correspondre a valors de OCT superiors a 400) podria considerar-

116-120

se terapia antiangiogénica o corticoterapia intravitrea seguida de laser. Aquest tema es

discuteix més ampliament en I'edema macular clinicament significatiu (EMCS) difus. En cas que

121-123

s'objectivi traccié vitreomacular es procediria a cirurgia vitreoretinana (CVR) amb o sense

124-126

disseccié de MLI i/o triamcinolona intravitria/antiVEGF intravitris. Si es produeix una millora

estable el pacient passa a control pel seu oftalmoleg.

7.2, EMCS difus

Quan hi ha un EMCS difus amb traccié vitreoretiniana la indicacié terapeutica és la CVR

127-131

amb hialodectomia, sent discutida la disseccié de la membrana limitant interna , aixi com 1'Us

al final de la cirurgia de corticoides intravitris i/o anti-VEGF'** ™%,

Si no hi ha traccid, I'opcid actualment en vigor i que forma part dels protocols establerts, és
I'aplicacié de laser en reixeta modificada. En aquesta ultima es fan servir cremades menys intenses
(gris suau) i més petites (50 W) i es tracta els microaneurismes de forma directa pero sense intentar
aconseguir el canvi de coloracié dels mateixos. A més tracta zones de engruiximent retinia i arees

de no perfusido que es creen en relaci6 amb I'edema. El mapa de OCT és util per identificar les
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zones d'engruiximent retinal. D'acord amb els criteris del ETDRS el tractament ha de repetir-se als

3-4mesos si I'edema no s'ha resolt (maxim 3 tractaments).

Els resultats que s'obtenen amb aquesta técnica sén inferiors als de I'edema macular focal.
Només s'evita la perdua moderada (pérdua igual o major a 15 lletres del ETRDS) d'agudesa visual
en un 50% dels pacients, un 26% continua perdent visié a llarg termini i només un 3% experimenta
una lleu millora en la seva agudesa visual. Entre les alternatives farmacologiques propostes per al
control de I'edema macular difus hi ha I'Us de corticoides intravitris, concretament triamcinolona
intravitries (TAIV) i els nous farmacs anti-VEGF (afilbercept). Les complicacions descrites amb I'Us

1413 (glaucoma, DR, cataractes, endoftalmitis, etc) i els problemes

de la triamcinolona intravitria
legals que poden derivar del seu Us fan que cada vegada siguem més restrictius pel que fa a la
seleccié del pacient. En EMCS difusos amb gran engrossiment macular central, la seva eficacia el
converteix en el farmac més recomanable. La opcidé més estesa és |'Us de 4 mg de TAIV en pacients

3% En casos en qué aquest engrossiment macular

no vitrectomizats i 8 mg en els vitrectomizats
central no sigui tan marcat ens inclinariem pels antiVEGF (afilbercept, rabizumab, bevacizumab) els
efectes secundaris no semblen ser tan importants tants. Atés que s'ha vist que I'efecte de la TAIV

B394 g'ha plantejat la possibilitat d'iniciar el tractament amb una injeccié de TAIV i

és transitori
continuar amb un antiVEGF i/o amb laserterapia. Si després de les terapies propostes no
s'obtingués una millora, les opcions terapéutiques sén reduides i només en casos molt seleccionats

es realitzara CVR "%,

7.3 Edema macular quistic

Davant d'un edema macular quistic amb traccié vitreomacular es proposa CRV sense
disseccié de la membrana limitant interna (MLI) en aquells casos en qué es desconegui el temps
d'evolucié o que aquest sigui superior a 6 mesos (pel risc a induir un forat macular). En casos que
sigui inferior a 6 mesos podria realitzar-se la disseccié de la MLI. En els pacients afectes de EMQ en
que no hi hagi evidéncia de traccié I'opcidé que se'ns planteja és I'Us de TAIV seguit, de forma

opcional, de antiVEGF i/o reixa modificada™®**,

A manera de resum remarcar que en preséncia d'un component traccional, amb

repercussié funcional, en qualsevol tipus d'edema macular diabetic, valorarem la indicacié de CRV.
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7.4 Edema macular isquémic
La isquemia macular ve definida per signes clinics com:

* Increment de la zona avascular foveal (ZAF) > 1.000 p.
* Ruptura de l'anell capil-lar perifoveal a la vora de ZAF.

* Area de perfusié dins de un diametre de disc del centre de la fovea.

En I'EMD de predomini isquémic amb traccio es planteja la possibilitat d'una cirurgia de retina i
vitri. Si no hi ha traccid el pronostic és ombrivol. L'Us d'anti-VEGF esta inicialment contraindicat, ja
que tot i que s'aconsegueix un descens dels edemes maculars, I'agudesa visual empitjora per

I'increment de la isquemia™®’.
7.5 Diposit lipidic massiu

En alguns pacients amb edema macular cronic els diposits lipidics es concentren en area
macular danyant de forma irreversible els fotoreceptors fent, per aixd, inefica¢ qualsevol

tractament.

8. LA INFLAMACIO | L'ESTRES OXIDATIU

Com ja em comentat en apartats anteriors, I'estrés oxidatiu es postula com annex d'unié
entre els mecanismes bioquimics responsables del inici i perpetuacié de les alteracions vasculars

que donen lloc a les complicacions microvasculars de la RD.

La DM forma part de les malalties no transmissibles (MNT) que son, per definicié, aquelles
malalties croniques que no sén infeccioses i no transmissibles. Sén de llarga durada i de progressio
generalment lenta. Les MNT més comuns son, a prat de la diabetis, el cancer, les malalties
cardiovasculars, les malalties respiratories croniques i les malalties neurologiques, i totes elles sén
la causa més freqlient de mort i discapacitat en el mén modern. Les MNT comparteixen
mecanismes moleculars comuns que tenen un paper important en el seu inici i desenvolupament.

Aguests mecanismes inclouen I'estrés oxidatiu, la inflamacid i les alteracions mitocondrials 150155,
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El terme "estrés oxidatiu" va comencar a utilitzar-se amb freqliéncia en la década de 1970,
perd els seus origens conceptuals es remunten als anys cinquanta dels investigadors que
reflexionen sobre els efectes toxics de la radiacié ionitzant, els radicals lliures i els efectes toxics

similars de Il'oxigen molecular i I'aportacié potencial d'aquests processos al fenomen de

156

I'envelliment °. En general, l'estrés oxidatiu es considera com a conseqiiéncia d'un desequilibri

entre especies antioxidants i pro-oxidants, que sovint generen danys indiscriminats i globals a

157,158

I'organisme . Les persones grans son més susceptibles a I'estres oxidatiu i aquest fenomen

depéen, gairebé en part, d'un deteriorament en el rendiment dels seus sistemes antioxidants

endogens™*%.

Les especies reactives d'oxigen (ROS) comprenen especies no radicals com el peroxid

161

d'hidrogen (H,0,) i especies de radicals lliures com el superoxid (O,7) ~°. Aguestes molécules,

produides de manera persistent a la cél-lula, participen en esdeveniments fisiologics com Ia
defensa immune primaria, la diferenciacié cel-lular i la senyalitzacié ******. De fet, alguns ROS com
H,0, sén jugadors versatils de la maquinaria de senyalitzacid molecular perque sén petits, molt

165

difusibles, i es poden generar i degradar rapidament . D'altra banda, els ROS poden oxidar

diferents biomolécules a la cél-lula, donant lloc a una seqiiéncia de reaccions en cadena que pot

arribar a causar danys moleculars i cel-lulars ****°°.

La lesié de I'acid desoxiribonucleic (ADN) més ampliament estudiada produida per I'estres
oxidatiu és la formacié de 8-oxo-2'-deoxyguanosine (8-oxo-dG). La modificacié permanent del
material genetic resultant d'aquest dany oxidatiu representa el primer pas en la mutagenesi, la

carcinogenesi i I'envelliment.

Les especies reactives al oxigen no només produeix lesié en I'ADN, sind també en altres
components cel-lulars que contenen residus d'acids grassos poliinsaturats de fosfolipids, que sén
extremadament sensibles a l'oxidacié. Els principals productes de peroxidacié lipidica son
malondialdehid (MDA) i 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). L'MDA és mutagénic en cél-lules bacterianes i
de mamifers i carcinogenics en rates, i HNE és feblement mutagénic, perd sembla ser el principal

producte toxic de peroxidacié de lipids'®”**®

. La peroxidacié de lipids s'utilitza com a indicador
d'estres oxidatiu a les cél-lules i els teixits. D'altra banda, les proteines també sén objectius de les

modificacions oxidatives a les cél-lules. Les proteines oxidades s'acumulen en condicions
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especifiques (és a dir, envelliment) i la seva acumulacié depéen de I'equilibri entre la seva generacid
i la seva eliminacidé per degradacio de proteines o vies de reparacid. Les proteines oxidades sovint
perden la seva funcié bioquimica amb efectes descendents en diversos processos cel-lulars. Certs
processos d'oxidacié sén reversibles i, per tant, els productes d'aminoacids oxidats es poden reduir
al seu aminoacid inicial. Els productes d'oxidacid irreversibles es refereixen principalment als

derivats d'aminoacids hidroxilats i carbonilats **°.

L'equilibri entre els efectes beneficiosos i perjudicials de ROS es conserva a la cél-lula per I'activitat

d'una serie complexa de mecanismes de desintoxicacié no enzimatics i enzimatics coneguts

col-lectivament com antioxidants *"%*"%,

8.1 Sistemes antioxidants enzimatics

Superoxid dismutasa (SOD)

Es tracta d'un enzim que catalitza la dismutacié de I'anié superoxid al peroxid d'hidrogen, que
després es descomposa per catalases localitzades principalment en els peroxisomes '’>. Es
coneixen dues formes de SOD (SOD-1 i SOD-2). El SOD-1 conté coure i zinc i també es coneix com
Cu-ZnSOD. Aquest enzim és primari situat al citosol, perdo també al nucli, i és una proteina
homodimeérica. El coure és essencial per a la reaccid catalitica, mentre que el zinc és important per
mantenir l'estructura de la proteina. El SOD-2, també conegut com a superoxid dismutasa

dependent de manganés, es troba a la matriu mitocondrial*”>.

Catalasa:

Es troba al fetge, els eritrocits, els ronyons i el sistema nervids central. La principal funcio

d'aquest enzim és convertir H,0; a aigua i oxigen molecular.

Glutatid peroxidasa

Es un enzim important en els sistemes de defensa antioxidant cel-lular, peroxids i
hidroperoxids de desintoxicacid. La seva funcié és reduir l'aigua a H,0,, oxidant dues molécules de
glutatié (GSH) a glutatio disulfur (GSSG), que es converteix de nou a GSH per I'enzim, glutatié

reductasa usant NADPH*,

72



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR
EN RETINOPATIA DIABETICA

Patricia Pujol Gomis

Paraoxonases (PON)

Es una familia de tres enzims anomenats PON1, PON2 i PON3. Tenen funcions
multifuncionals en diverses vies bioquimiques com la proteccié contra el dany oxidatiu i la
peroxidacié de lipids, la contribucié a la immunitat innata, la desintoxicacid de les molecules
reactives, la bioactivacié de farmacs, la modulacié de I'estrés del reticle endoplasmatic (ER) i la

regulacio de la proliferacié cel-lular / apoptosi'”.
8.2 Sistemes antioxidants no enzimatics

Els compostos antioxidants com I'acid ascorbic (vitamina C), I'a-tocoferol (vitamina E), el
glutatioé (GSH), els carotenoides, els flavonoides, els polifenols i altres, tenen un paper important

en els sistemes de defensa antioxidants.
8.3 Relacié entre l'estrés oxidatiu i la inflamacié

Quan l'equilibri entre I'estres oxidatiu i els antioxidants s'altera a les cél-lules dels teixits i

els drgans, promou una resposta inflamatoria que juga un paper vital en la defensa de I'hoste.

La inflamacidé és una resposta adaptativa del sistema immune innat que es desencadena

mitjancant estimuls i lesions, com ara infeccié i lesié tissular ¢ "

. En general, és un procés
controlat amb l'objectiu de restaurar I'homeostasi, perd en ocasions condueix al dany tissular, la

fibrosi i les perdues de la funcié cel-lular.

En poques paraules, la resposta inflamatoria a la infeccid o la lesid del teixit produeix un

alliberament coordinat de leucocits al lloc d'infeccié o lesio*’®*"®

. Aquest fenomen esta ben
caracteritzat en les infeccions microbianes, on els receptors dels macrofags i mastocits residents en
teixits, com ara els receptors tipus receptors tipus proteina de domini d'oligomeritzacié (NOD) i
receptors tipus TLR, desencadenen a la produccid i l'alliberament d'una varietat de mediadors
inflamatoris, com ara citocines, quimiocines, eicosanoides, amines vasoactives i productes de
cascades proteolitiques. L'efecte principal d'aguests mediadors és un accés obert als vasos
sanguinis, a través de les vénules postcapilars. Un cop fet aixd, I'endoteli dels vasos sanguinis

s'activa i condueix a l'extraccid selectiva de neutrofils a través de la unié de selectes de cel-lules

endotelials amb integrines i receptors de quimiocines en leucocits, que ocorre tant a la superficie
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endotelial com a I'extravascular **.

Una vegada que els neutrofils van al lloc afectat, s'activen, ja sigui per contacte directe
amb agents patdgens o per mitja de les citoquines segregades per cél-lules residents en teixits. Els
neutrofils intenten eliminar els agents invasors per alliberament dels continguts toxics dels seus
granuls, que inclouen ROS i espécies reactives de nitrogen, catepsina G, proteina 3 i elastasa ‘"
Aqguesta accid no discrimina entre els objectius microbiologics i amfitrions, de manera que el dany

colateral als teixits hostils és inevitable

Una resposta inflamatoria aguda positiva provoca I'eliminacié dels patdgens seguida d'una
fase de resolucid i reparacid, que esta mediada principalment per macrofags reclutats i residuals
per teixits. En aquesta situacio, les prostaglandines pro-inflamatories canvien als mediadors lipidics
(lipoxines, protectines i resolvins), que son antiinflamatoris. Aquesta transicié és crucial per a la
resolucié de la inflamacié. La contractacié de neutrofils esta inhibida per les lipoxines i, a més,
promou la contractacié de monocits, que eliminen les cél-lules mortes i inicien la remodelacié dels
teixits. Les proteines, les resolucions, els factors de creixement, el factor de creixement
transformador-B (TGF- B) sén produits pels macrofags i també tenen un paper important en la

resolucio de la inflamacid, inclosa la iniciacio de la reparacié dels teixits™®?.

Si la resposta inflamatoria aguda no es resol, el procés inflamatori persisteix i adquireix
noves caracteristiques. Els macrofags i les cel-lules T tracten de restablir I'homeostasi i si el resultat
d'aquesta combinacié no és suficient, es produeix un estat inflamatori cronic que condueix a la

formacié de granulomes i teixits limfocits terciaris **°.
9. LES PARAOXONASES

Hi ha evidencies que relacionen la inflamacid cronica i la desregulacid de I'estreés oxidatiu
com a principals signes fisiopatologics de la diabetis, el cancer, les malalties cardiovasculars, les

malalties respiratories croniques i les malalties neurologiques.

La familia de les paraoxonases que ja em parlat, esta formada per tres membres
anomenats PON1, PON2 i PON3. Estan implicats en diverses vies bioquimiques com la proteccid
contra el dany oxidatiu i la peroxidacié de lipids, la contribucié a la immunitat innata, la

bioactivacido de farmacs, la desintoxicacié de les molécules reactives, la modulacié de I'estres
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oxidatiu en el reticle endoplasmatic i la regulacié de la proliferacié cel-lular / apoptosi *’*. Els gens
PON es localitzen al costat del brag llarg del cromosoma 7 (7921.3-gq22.1) en humans i el

cromosoma 6 en ratolins 184,185

. PON1 va ser el primer enzim identificat de la familia. EI 1953,
Aldridge avaluava les taxes d'hidrolisi d'insecticides organofosforats en diferents teixits de conills i
rates i va observar que un dels insecticides organofosforats, presentava una elevada taxa de
degradacié en el serum dels conills i que aquest compost es va escindir per una esterasa. Les
esterases es van classificar depenent de la seva capacitat d'hidrolisi en A-esterasa (substrats

186187 E| nom de les

hidrolitzats) i B-esterases (inhibida per la interacci6 amb substrats)
paraoxonases prové de la capacitat PON1 del paraoxon hidrolitzat, el metabolit toxic del paratio.
Uns anys després, es van identificar els altres dos membres de la familia i, en conseqiiéncia, es van
denominar PON2 i PON3 . Els gens PON1 i PON3 s'expressen en la majoria dels teixits, i els seus
productes proteics es troben en circulacié lligats a lipoproteines d'alta densitat (HDL) **°*°%.

Contrariament, la proteina PON2 és un enzim intracel-lular que no es troba al plasma ***.
9.1 Paraoxonasa 1

Inicialment, PON1 va ser estudiada per la seva capacitat d’hidrolitzar compostos
organofosforats i, per tant, pel seu paper protector contra I'enverinament per derivats

organofosforats '**'®>, El

paper fisiologic de PON1 esta relacionat amb la seva capacitat per
hidrolitzar els peroxids lipidics i s'observen alteracions en I'activitat PON1 sérica en malalties que
impliquen estrés oxidatiu (protegeix contra I'oxidacié) %, inflamacié (PON1 com a fase de fase

195

aguda negativa) ** i malalties del fetge (sintetitzades en aquest organ) '*>. L'enzim és una esterasa

dependent del calci, el seu pes molecular és de 43 a 45 kDa i es compon de 354 aminoacids.

PON1 es considera una enzima "promiscua"” a causa de la capacitat d'hidrolitzar molts
altres substrats, com ara altres compostos organofosforats, ariléster no fosfor i també lactones;
aquest ultim es considera com el seu substrat principal. Per tant, PON1 pot ser avaluat per les

seves diferents activitats:

- Activitat de la paraoxonasa: I'enzim hidrolitza compostos organofosforats com el paraoxon, la

soma, la sarina i altres.

- Activitat de la lactona: PON1 hidrolitza lactones aromatiques i alifatiques com la 5-tiobutil
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butirolactona (TBBL) o altres lactones com la dihidrocoumarina.

- Activitat d'arilesterasa: quan el substrat es hidrolitza és un éster aromatic com acetat de fenil o

acetato de 4 (p) -nitrofenil *°.

Durant molt de temps, ha existit certa confusio respecte a I'estructura i mecanisme d'accio
d'aquest enzim, ja que la seva depuracié és inestable i sovint contaminada. Harel et al. *’ va
descriure l'estructura de PON1 a través de la metodologia d'evolucié dirigida i va proposar que
PON1 sigui una helix B de sis branques amb un lloc actiu Unic que també és important en I'enllag
HDL. En poques paraules, la metodologia d'evolucié dirigida per replicar el procés evolutiu al

laboratori induint artificialment mutacions en el gen d'interes, seguit per la seleccié i amplificacié

de les variants que mostren una millora de les caracteristiques desitjades

A causa de la seva capacitat per hidrolitzar una amplia gamma de substrats, es va realitzar
una investigacid per distingir la funcié nativa o "ancestral" d'aquest enzim. Un cop més, els estudis
d'evolucié dirigits, juntament amb estudis d'estructura-funcid, van identificar la funcié primordial

de PON1 com la de una lipolactonasa **?*

, que posteriorment va evolucionar a noves
especificitats del substrat. Les lactones sén de naturalesa omnipresent i es produeixen en els cinc
regnes (Monera, Protista, Plantae, Fongs i Animalia) *°>. Mostren una amplia diversitat filogenética
i tenen la capacitat d'afectar la senyalitzacid, creixement i diferenciacié cel-lular. Les lactones
endogenes i exdogenes es metabolitzen mitjangant lactonases, aleshores alterant la seva activitat
biologica i/o distribucié *°*. En conseqiiéncia, és probable que la lactonasa sigui |'activitat primaria

de PON1, mentre que l'activitat de la paraoxonasa es va produir com una activitat promiscua

durant la seva evolucid.

Les tres activitats, la paraoxonasa, la lactosa i l'arilesterasa, comparteixen el mateix lloc

actiu; no obstant aix0, diferents residus al lloc actiu participen en les seves activitats 194 p

er
exemple, els residus His115-His134 estan implicats en l'activitat catalitica de la lactonasa i
I'arilesterasa, i les mutacions en un dels dos residus disminueixen o suprimeixen drasticament les

dues activitats. Rosenblat et al. 2

va informar que, a més de la seva capacitat per degradar els
peroxids lipidics, PON1 també augmenta l'efluent de colesterol dels macrofags, que poden

contribuir a contribuir amb els efectes antiteratogénics de PON1.
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Polimorfisme Paraoxonasa 1

La capacitat per hidrolitzar el substrat paraoxd, es va utilitzar als anys seixanta del segle
passat, com a metode per mesurar |'activitat PON1 en molts teixits i espécies. Aixi és com es va fer
palesa I'existencia d’una variabilitat considerable en I’activitat PON1 entre individus. Playfer et al.
2% va ser el primer en investigar les variants genétiques de I’enzim, arribant a la conclusié que la
variabilitat en I'activitat PON1 observada era determinada per un mateix locus autosdomic amb dos
possibles al-lels. Si es representaven els valors en histogrames, aquests suggerien la presencia de
dos o tres fenotips diferents corresponents a activitats PON1 altes, mitjanes i baixes en serum. A
més, el fenotip d’activitats PON1 baixes presentava variacions depenent de |'origen geografic/étnic
de la poblacié *®. Posteriorment, Eckerson et al. van estudiar aquestes tres variants fenotipiques
206207 Al representar els valors d’activitat PON1 mitjancant dos substrats diferents, i utilitzant sal,

es resolien millor els polimorfismes fenotipics. A les variants amb baixa activitat les va anomenar

AA; AB a les intermitges; i BB a les altes (actualment anomenades QQ, QR i RR, respectivament).

Adkins et al, 10 anys més tard, van identificar dues posicions polimorfiques a la regio
codificant de PON1: Arg/Gln a la posicidé 192 (polimorfisme PON1 55, amb dos al-lels anomenats R i
Q); i Leu/Met a la posicié 55 (PON1ssamb dos al-lels anomenats L i M) 2% pels dos, el PON1;o,
correlacionava amb els fenotips AB descrits anteriorment, essent el més estudiat ja que els dos
al-loenzims tenen diferents afinitats i activitats catalitiques en una serie de substrats. En el cas del
substrat paraoxd, I'al-loenzim R té una capacitat més gran d’hidrolisi que l'al-loenzim Q. El
polimorfisme PON1s5, en canvi, no afecta la interaccié de PON1 amb els substrats, tot i que
I'al-loenzim M s’ha associat a una activitat i concentracié de I’enzim en sérum més baixa’®. De
210-212

polimorfismes se n’han trobat també a la regidé promotora del gen, concretament fins a set

(Figura 21)

D’aquests, el polimorfisme PON1g; és el determinant genetic dels nivells de PON1 més important,
ja que sembla afectar a la concentracié de I’enzim i, en conseqiiéncia, a la seva activitat. A més,

s’ha vist que es troba en desequilibri de lligament amb el polimorfisme PON1s;s.
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Figura 21. Representacié esquematica dels polimorfismes més prevalents a la societat de PON1, PON 2 i PON3

Els 2 polimorfismes de la regid codificant s’han associat a diverses condicions
fisiopatologiques. El polimorfisme PON19, s’ha associat amb malaltia de les artéries coronaries
(CHD), infart, hipercolesterolemia familiar, diabetis tipus 2, i la malaltia de Parkinson. El
polimorfismenPON1ss ha estat associat amb infart, CHD, malaltia de Parkinson, i amb variacions en

les concentracions de colesterol LDL, PON1 i activitat contra paraoxém.

Tot i aix0, independentment del genotip de PON1, s’han associat valors baixos d’activitat
PON1 a diabetis de tipus 1, hiperlipémia, CHD, insuficiencia renal cronica, sindrome metabolica,

213

artritis reumatoide, disfuncid tiroidal, i uremia®”. De fet, molts estudis suggereixen que el fenotip

de PON1 (activitat) podria ser més important que el genotip®**.

Determinants de |I'activitat paraoxonasa en serum

L'activitat o concentraciéo de PON1 en serum varia notablement, tant en poblacié general
com en pacients afectats per diferents malalties. Aquest fet dificulta notablement la interpretacié
clinica dels resultats. Ja hem vist que els polimorfismes del gen de PON1 sén els responsables de
bona part d’aquesta variacid, pero s’ha vist que factors ambientals, nutricionals i I'estil de vida

també poden contribuir a aquestes variacions.

L'efecte de la dieta ha estat investigat per diversos estudis d’intervencié i poblacionals. Aixi
com en ratolins o conills I'administracié d’una dieta pro-aterogénica va provocar una disminucié en
I'activitat i/o concentraci6 PON1, que van correlacionar amb una disminucié del colesterol
HDL**?'®, en humans I'efecte d’una dieta occidental ha estat menys estudiat. Alguns estudis

evidencien que qualsevol dieta rica en greixos i poc saludable provocara una disminucié important
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en I'activitat PON1%"/

. Per altra banda, s’ha descrit que el consum de sucs de magrana®'® i el
consum moderat d’alcohol”™® poden augmentar I'activitat PON1. Tot i aix0, estudis poblacionals no

han trobat associacions clares entre factors nutricionals i activitat PON1%%°.

Lextracte de fum de tabac inhibeix I'activitat PON1 in vitro®?, suggerint que fumar pot se
perjudicial per I'activitat de I'enzim in vivo. James et al.”*> van demostrar una associacié entre
I"habit de fumar i la disminucié de l'activitat PON1. L’activitat de I'enzim en ex-fumadors és
comparable a la dels no-fumadors, indicant que I'efecte del tabac és reversible. Curiosament, els

nivells de PON1 s’igualen als dels no-fumadors quan els fumadors beuen moderadament®”® o

practiquen exercici regularmentm.

Molts estudis han demostrat que Iactivitat PON1 disminueix amb I'edat®’. Aixo

225

correlaciona amb un augment de la susceptibilitat de I’'HDL a oxidar-se en la senescencia®”. Sembla

que el polimorfisme PON;g, podria jugar un paper en aquesta perdua d’activitat, ja que els

homozigots QQ mostren una major pérdua d’activitat amb I'edat®*.

L'exposicié a toxines o farmacs també afecten I'activitat de I'enzim. Hi ha estudis que
demostren que els individus exposats a organofosforats tenen una disminucié temporal de

217

I'activitat PON1 “*’. El tractament farmacologic amb simvastatina o estrogens augmenten I'activitat

PON 1227,228'
Sintesi de PON1

La sintesi de PON1 es troba principalment en el fetge, tal i com ho han demostrat analisis

per Northern Blot de mostres humanes i de conill **

. Contradictoriament, estudis d’expressid
génica realitzats en teixits de ratoli han identificat mRNA de PON1 en fetge, ronyd, cor, cervell,
intesti i pulmd . Sorprenentment, en un estudi realitzat pel mateix grup d’investigacid, s’ha
detectat, mitjancant immunohistoquimica, PON1 i PON3 en gairebé tots els teixits de ratoli, a
diferéncia de PON2, I'expressié de la qual es limita a pocs teixits **°. Aquestes troballes obren un
debat sobre si PON1 (i PON3) es sintetitzen de forma local als teixits o provenen de I’'HDL circulant,
obren dubtes al voltant de PON2, i permeten hipotetitzar sobre el possible paper que podrien tenir

aquests enzims en altres malalties on I'estrés oxidatiu hi estigui implicat, donada la seva expressié

proteica ubiqua.
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Funci6 fisiologica de PON1

Els substrats correntment utilitzats per determinar I'activitat PON1 no es troben de forma
natural en I'organisme, donat que sén altament toxics. Alguns estudis van arribar a la conclusio
que PON1 protegeix la LDL i HDL de la peroxidacid lipidica, degradant colesterilésters i fosfolipids

oxidats especifics, continguts en les lipoproteines oxidades "%

. Cal destacar que el mecanisme
d’hidrolisi de lipoperoxids és diferent al dels altres substrats de PON1, ja que el grup sulfhidril lliure
de la cisteina 284 s’ha demostrat que és necessari per a I'activitat de I'enzim front a lipoperoxids
27 perd no per a la seva activitat front a paraoxé o altres xenobiotics. Els estudis realitzats amb

238241 per altra banda, la

animals d’experimentacio, recolzen aquesta funcié antioxidant de PON1
sobrexpressid de PON1 humana en un ratoli inhibeix la formacié de peroxids lipidics en I’'HDL i
protegeix I'estructura i funcié de la LDL*** . Tot i que hi ha alguns estudis amb resultats

contradictoris **?, molts altres estudis demostren que PON1 hidrolitza peroxids lipidics ***2*.

Tot i que inicialment es van identificar en humans, s’ha trobat PON i gens relacionats amb
PON en peixos com el peix zebra i en I'invertebrat Caenorhabditis elegans*. Aixd indica que van
apareixer molt aviat en 'evolucié i sén presents en molts organismes, des d’invertebrats fins a

Y Jensen* va proposar que, a diferéncia dels enzims evolutivament moderns, els

mamifers
enzims primitius posseien amplies especificitats, de manera que aquesta versatilitat catalitica
permetia que amb pocs enzims es poguessin realitzar multiples funcions necessaries per mantenir

249-251

I’organisme ancestral. A aquesta propietat se 'anomena promiscuitat enzimatica .Tali com

s’ha descrit, PON1 és un enzim amb un ampli espectre de substrats, com ara ésters, lactones 252,253
organofosforats com soman i sarina ***, peroxids lipidics, i &sters d’estrogens **°. A més, PON1 pot
metabolitzar certs farmacs i ha estat proposada com a Us terapéutic en la inactivacié de farmacs®>®
>’ Donats els multiples substrats que PON1 pot hidrolitzar, PON1 ha estat descrita com un enzim
promiscu , de manera que part de la recerca al voltant d’aquest enzim es va centrar en distingir la
funcié nativa o ancestral de les altres funcions secundaries o adaptades . La dificultat en poder
purificar PON1 per poder estudiar-ne l'estructura i el mecanisme d’accié, ha estat un dels
inconvenients a I'hora d’estudiar I'activitat nativa. Les preparacions de PON1 purificada sén
inestables i sovint es contaminen. Una solucié davant aix0 rau en les metodologies d’evolucié

dirigida, gracies a les quals s’ha pogut determinar tant I'estructura com la funcié de I'enzim.

Basicament, I'evolucid dirigida consisteix en replicar el procés de I'evolucié al laboratori, induint
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mutacions artificials al gen d’interes, seguit d’una seleccié i amplificacié de les variants que millor

1.2°% van

mostrin les caracteristiques desitjades. Va ser mitjangant aquesta técnica, que Harel et a
determinar que PON1 s’estructura en forma de turbina B de sis fulles amb unic centre actiu
involucrat en la unié a I’'HDL (Figura 22). Al centre del tunel s’observen dos atoms de calci. El calci
inferior és probablement un calci estructural, donat que la seva dissociacié condueix a una

29 es

desnaturalitzacié irreversible de I’enzim. En canvi, al calci superior se’l considera catalitic
tres helix, localitzades a la part superior de la turbina, estan involucrades en I'anclatge de PON1 a

la particula d’"HDL. Dues de les tres helix es disposen deixant tancat el centre actiu.

Figura 22. Estructura de PON1. A) vista des de la part superior de la turbina beta amb les seves 6 fulles, amb els dos

atoms de calci centrals B) Vista de la turbina beta de costat. Adaptada de Harel et al.®

El mateix grup, mitjangant també estudis d’evolucié dirigida, juntament amb estudis
d’estructura-funcié, van establir que la funcié primordial de PON1 és el d’una lipolactonasa 2%,
De fet, com veurem posteriorment, el denominador comu de les tres PONs és la seva activitat
lactonasa®?. Aquests estudis també van establir que els substrats preferits de PON1 eren els anells

de lactones de 5 0 6 membres, tipicament amb cadenes laterals alifatiques **’.

L’estudi de Harel et al. també proposa un mecanisme catalitic de PON1, basat en la parella

258

d’histidines His 115 i 134, totes dues molt properes al calci catalitic ©°. Estudis de mutagenesi

dirigida i cinética han demostrat que aquesta parella His és necessaria tant per I'activitat lactonasa

2642 S'ha proposat un model que lliga ambdues

de PON1, com per la degradacié de lipids oxidats
accions *®, el qual proposa que els lipids oxidats que contenen grups hidroxil a la posicié 5 podrien
ser lactonitzats per PON1 per formar els productes lisofosfatidilcolina i valerolactona. Aixi doncs,
segons aquesta hipotesi, la capacitat de PON1 per degradar peroxids lipidics és secundaria a la seva
activitat lipolactonasa.
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PON1, HDL i inflamacio

Molts estudis experimentals demostren I’existéncia d’una estreta relacié entre peroxidacio

lipidica i inflamacié *®°. S’ha demostrat que les particules d’HDL posseeixen propietats antioxidants

267-270

i anti-inflamatories . La CCL-2 esta molt estretament lligada a la reaccié inflamatoria. Aquesta

quimioquina regula la migraci6 de monocits als teixits i la seva subseqlient diferenciacié a

71 Un producte final de la peroxidacié lipidica, el 4-HNE i almenys dos fosfolipids

macrofags
oxidats presents en les LDL oxidades, poden estimular la produccié de CCL-2 in vitro*’* *”. S’ha
demostrat in vitro que I'HDL pot atenuar I'estimulacié de la migracié de monocits induida per la
LDL oxidada *’*, és a dir, que I’HDL pot suprimir la produccié de CCL-2. PON1 actua com un enzim
antioxidant, de manera que potser podria participar en aquesta funcié antiinflamatoria de I’'HDL.
Mackness et al. ”° van ser els primers en demostrar que PON1 podia inhibir la produccié de CCL-2
en cel-lules endotelials incubades amb LDL oxidada. Aquests autors van trobar que tant I'HDL, com
PON1 recombinant, abolien la produccié de CCL-2, mentre que HDL d’origen aviar (la qual, a
diferéncia de la humana, no té PON1) no tenia aquesta capacitat. Sembla ser que aquesta inhibicié
de CCL-2 per part de PON1 és deguda a la seva capacitat per inhibir la oxidacié de les LDL. Els
estudis amb animals d’experimentacid recolzen aquesta funcié antiinflamatoria de PON1. La
generacio del ratoli hPON1Tg, alimentat amb dietes pro-aterogeniques, ha demostrat que aquest
ratoli desenvolupa menys lesions arteriosclerotiques, menys estrés oxidatiu, i té al voltant d’un
44% menys d’expressié de CCL-2 en les aortes, comparat amb els mateixos ratolins sense

276

modificacions geneétiques (wild-type)~"". S’"han obtingut resultats similars en models experimentals

de ratolins amb obesitat i sindrome metabolica quan se’ls sobrexpressava PON1 humana®”’.

Estudis posteriors han mostrat que aquesta funcié antioxidant i antiinflamatoria de PON1
és complexa i que involucra no només inhibicié de la peroxidacié sind també un augment en I'eflux
de colesterol dels macrofags via HDL. Estudis amb cultius de macrofags incubats amb HDL derivada
del ratoli hPON1Tg van evidenciar que PON1 augmentava I'eflux de colesterol mitjangant
I'increment en el contingut en lisofosfatidilcolina en el macrofag, la qual estimula I'accié del
transportador ATP-binding cassette 1 (ABCA1), fent que I'HDL s’uneixi a les ceél-lules, i també

estimula la recaptacié de colesterol per part de 'HDL*’.
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Resumint, sembla clar que PON1 inhibeix la transmigracid dels monocits/macrofags
induida per I'estrés oxidatiu, degut a la seva capacitat de degradar peroxids lipidics i inhibint Ia
produccié de CCL-2 per part de les cel-lules, i també degut a la seva capacitat per augmentar I'eflux
de colesterol dels macrofags a I’'HDL via sintesi de fosfatidilcolina i activacio d’ABCA1. Tot aixo
proporciona un mecanisme que uneix peroxidacié lipidica i inflamacid, amb les funcions de PON1 i
HDL. La molecula d’HDL constitueix un entorn natural per a I'activitat enzimatica de PON1, i
aquesta és molt sensible a alteracions en la particula d’HDL. Fins i tot en I’'HDL normal, es localitza

PON1 activa en fraccions molt especifiques de ’'HDL*"®

. PON1 necessita I'apolipoproteina A-I (apo
A-l) per a la seva activitat. Contrariament, la preséncia d’apo A-Il en I'HDL s’associa a inactivacié de

PON1%°,

Per exemple, moltes malalties infeccioses i inflamatories porten associada una resposta de
fase aguda. Es sap que tres reactants de fase aguda, la proteina C reactiva (PCR), la proteina del
serum amiloide A (SAA), i la ceruloplasmina, interaccionen amb les lipoproteines®'. Durant
aquesta resposta de fase aguda, les HDL s’enriqueixen de SAA i ceruloplasmina, i perden apo A-l
82 $’ha demostrat que en aquestes HDL de fase aguda, I'activitat PON1 disminueix degut a la
necessitat d’apo A-l per a la seva activitat. A més, aquesta HDL és incapag de protegir la LDL de
I'oxidacié in vitro i de l'augment en la sintesi de CCL-2 per part de monocits en cultiu.

Addicionalment, aquesta HDL, a part d’inactivar PON1, és capag¢ d’inhibir la seva expressié

hepatica®®.
9.2 La Paraoxonasa 2

Encara que PON1 ha estat I'enzim més estudiat, es pensa que PON2 és el membre més
antic de la familia PON, en quant a I'homologia estructural i la distancia evolutiva prevista entre

ells.

PON2 és una proteina intracel-lular, amb un pes molecular de 44 kDa. Aquest enzim no
actua contra els substrats organofosforats, sind que té activitat de lactosa®. Involucrada en I'estrés

oxidatiu, la inflamacid i la regulacié de la deteccié de quorum.

Ng et al."®® va informar que PON2 no estava present en circulacié, almenys no en nivells

mesurables pels métodes actuals, mentre que la seva expressié genica es va detectar en diversos
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teixits humans amb una localitzacié en la membrana plasmatica, que suggereix funcions diferents
de les observades per PON1 i PON3. Els autors, mitjangant I'is de cél-lules transfectades amb el
gen PON2 huma, van demostrar que aquestes cel-lules tenen una capacitat antioxidant més alta i
son menys efectives en I'oxidacié de les LDL que aquelles que no van ser transfectades. A més,
diversos estudis en ratolins modificats genéticament van demostrar de nou les propietats
antiaterogeniques de PON2. Els ratolins deficitaris de PON2 presenten nivells superiors de teixits
d'hidroperoxids lipidics, donant lloc a un augment de la migracié dels macrofags a la paret arterial
i, en conseqliencia, a lesions d'aterosclerosi més severs que els ratolins de control. D'altra banda,
el LDL aillat d'aquests ratolins era més susceptible a I'oxidacid i provocava més quimiotaxis
monocits. Els macrofags aillats de ratolins deficitaris de PON2 sén més susceptibles a I'estrés
oxidatiu i també mostren un augment de la expressio génica de la necrosi tumoral alfa (TNF-a) i de
la interleucina-1pB (IL-1B) després de la inflamacié induida per lipoproteines (LP)***. PON2 també
protegeix contra I'acumulacié de triglicerids de macrofags, inhibint la seva conversié a cél-lules

d'escuma 287-288

A més, PON2 té la capacitat d'hidrolitzar diversos productes bacterians, com les lactones
d'acylhomerina, que permeten a les bactéries comunicar-se i coordinar la seva infeccid. Aquest

procés es coneix com a deteccié de quorum i s'intensifica en ratolins deficient PON2 *#%%%°.

D'altra banda, PON2 juga un paper important en |'estres oxidatiu mitocondrial i I'estrés en
ER, que participen en I'apoptosi cel-lular, I'envelliment prematur i el cancer °*. Diversos estudis van

mostrar un augment de l'expressié de gens PON2 en el cancer de prostata, el carcinoma

292-294 I 295

hepatocel-lular i la leucémia limfoblastica aguda . Altenhofer et a va demostrar que PON2
reduia I'alliberacié de superoxid a partir de la membrana mitocondrial interna, independentment
de si resultés del complex | o complex Il de la cadena de transport d'electrons mitjangant la

| 296

modulacié de les quinones. Rosenblat et a va observar que PON2 estava localitzada a l'interior

de les membranes del ER i mitocondries en macrofags.

Horke et al.”’

van ser els primers a determinar que PON2 redueix |'activacié de la caspasa
induida per estres del ER. Van observar que PON2 es va associar amb la membrana nuclear i I'ER i
es va induir tant en el promotor com en la proteina mitjangant la resposta a la proteina

desenvolupada per la via d'estrés ER. Un any més tard, els mateixos autors van demostrar que
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PON2 protegeix contra la mortalitat cel-lular mediada per I'estrés IR, regulant I'homeostasi del
calci®®. Ha estat Observat per Devarajan et al.”®* que el macrofag PON2 modula I'homeostasi i la
supervivencia cel-lular sota condicions d'estres i és suficient per prevenir el desenvolupament de
I'aterosclerosi en ratolins PON2 i apoE de doble deficient alimentats amb una dieta occidental. Les
seves observacions suggereixen que PON2 regula els mecanismes que uneixen la disfuncié

mitocondrial, I'estrés de I'ER i el desenvolupament de I'aterosclerosi.

S'han descrit dos polimorfismes genétics PON2, PON2ys (A/G) i PON23;; (S/C). El
polimorfisme PON2 145 implica una substitucié d'aminoacids de glicina per alanina a la posicié 148 a
la regié de codificacié i PON2 3;; implica una substitucié de serina per cisteina a la posicié 311 a la
regié de codificacié. Hegele et al.**® va informar que el polimorfisme PON2 4,45 es va associar amb el
tractament de la glucosa en pacients amb diabetis mellitus no dependents d'insulina en una
poblacié canadenca aillada genéticament; els individus de GG mostren la pitjor hiperglucémia en
deju. A més, ambdds polimorfismes es van associar amb variacions en la concentracié de colesterol
seric i apolipoproteina A-l en una altra poblacié canadenca aillada genéticament®™! i PON2;1; va

392 Recentment alteres estudis van

afectar el risc de malaltia cardiovascular en els indis asiatics
mostrar que els polimorfismes PON2143i PON23;; afecten la seva capacitat per hidrolitzar diverses

lactones®®.

Malgrat aquests resultats, un recent metanalisis que incloia set estudis amb una gran
quantitat de casos i controls no observava cap correlacié significativa entre el polimorfisme
PON23,4 i el risc d'accident vascular cerebral isquémic3°4. A més, un altre estudi no va mostrar cap
associacié significativa entre els polimorfismes de gens PON2, la diabetis mellitus, les malalties

cardiovasculars o la malaltia renal dels participants a Méxic>®.
9.3 La Paraoxonasa 3

PON3 és I'ultim enzim identificat de la familia PON i el pitjor caracteritzat. El seu pes

molecular és d'aproximadament 44 kDa i, com PON1, esta lligat a HDL pero en una concentracid

menor’®. A més, com PON2, no és capag d'hidrolitzar el paraoxon o altres compostos xenobiotics,

siné que té activitat de lactonasa®®® %,
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Diversos estudis informen que PON2 i PON3 tenen una funcidé similar i una associacié de tipus

cel-lular similar®®’3%

. Els estudis in vitro van demostrar que PON3 és capag d'evitar I'oxidacié del
LDL*®. A més, Shih et al.**°va informar que I'alta expressié de PON3 disminueix significativament la

formacio arteriosclerotica i I'adipositat en ratolins modificats.

Curiosament, Schweikert et al.*'* van mostrar que les mitocondries aillades de fetge
deficient PON3 tenen una funcid alterada en comparacié amb els ratolins de control. D'altra banda,
els autors van demostrar que hi ha un augment de I'expressié de PON3 en tumors humans i que
PON3 redueix la formacié de superdxid mitocondrial mitjangant la seqlienciacié de ubisemiquinona

en cel-lules cancerigenes, provocant una millor resisténcia a la mort cel-lular.

PON3 també és un enzim polimorfic, i els seus polimorfismes s'han descrit recentment.

Estan ubicats a la regié promotora i el seu paper fisiologic encara no esta clar.
9.4. La Paraoxonasa 1 i les malalties no transmissibles

Les MINT es recolzen en I'associacié de I'estres oxidatiu i la inflamacié. La inflamacié cronica
esta relacionada amb |'oxidacio, les cascades antiinflamatories estan associades a la reduccié de
I'oxidacid, I'augment de I'estrés oxidatiu produeix inflamacio i I'equilibri redox inhibeix la resposta
cel-lular inflamatoria. Tant si I'estres oxidatiu com la inflamacid sén o no la causa o la conseqliéncia
de la patologia cel-lular, si que participen de forma significativa a la patogénia i al
desenvolupament de les MNT. Probablement, les complicacions de les MNT estan relacionades,
augmentant el seu risc de desenvolupar altres comorbiditats. Per exemple, els pacients amb
obesitat tenen un major risc de desenvolupar aterosclerosi, diabetis mellitus tipus 2, cancer i altres

malalties relacionades amb |'edat.

Relacié amb les malalties cardiovasculars

Les malalties cardiovasculars (MCV) inclouen una classe de trastorns que comprenen vasos

312

sanguinis del cor i sistemics™ . L'estil de vida, els factors genétics, epigenetics i ambientals poden

influir en el risc de desenvolupar MCV.

Els esdeveniments patologics inicials de les MCV sén dificils d'esbrinar a causa del seu fons

multifactorial, i que sovint sén subclinics. Es considera que la inflamacié juga un paper important
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en la iniciacié i la progressio de la malaltia **>.

El procés patologic més comu que desencadena les MCV (infart de miocardi, insuficiéncia
cardiaca, ictus i claudicacid) és I'aterosclerosi®*?. L'arteriosclerosi es defineix com una malaltia
cronica i progressiva caracteritzada per una resposta inflamatoria de la paret arterial a les lesions
promogudes per factors de risc com la diabetis, la dislipémia, la hipertensié i altres>**. El principal
factor de risc de l'aterosclerosi és la hipercolesterolemia. En realitat, és ben conegut que
I'aterosclerosi és I'acumulacié de greixos en les parets arterials i, a més, és un procés complex que

involucra processos immunitaris innats i adaptatius 314,315

Breument, el procés aterogénic s'inicia en llocs on I'endoteli se sotmet a I'estrés de
cisallament com l'arc aortic, I'arrel aorta, les artéries renals i I'artéria mesenterica superior. En
conseqliencia, s'observa una disfuncié endotelial i alteracié de la permeabilitat de la capa intima,

provocant la migracié de LDL a l'espai sub-endotelial®'

. L'endoteli activat per factors de risc
condueix a I'expressido de molécules com E-selectina, molécula d'adhesio intercel-lular (I-CAM) i
molecules d'adhesié cel-lular vascular (VCAM), que atreuen monocits. Una vegada que els
monocits han migrat a la capa mediatica de I'artéria, es diferencien en els macrofags dels teixits.
Expressen receptors d'escavatge i cél-lules d'escuma®’ que donen oxLDL a fagocits. Les cél-lules
inflamatories alliberen factors de creixement i citocines que contribueixen a la formacié d'una tapa
fibrosa de muscul llis i matriu extracel-lular al voltant del nucli lipidic, que compromet la llum dels
vasos 31318 per tant, la ruptura de la placa representa el major esdeveniment associat a
I'aterosclerosi. Les plaques arteriosclerdtiques es caracteritzen per tenir arees necrotiques,
calcificacions, acumulacié de lipids modificats i cél-lules d'escuma i també altres tipus de cél-lules
(cél-lules T, cel-lules endotelials, cel-lules musculars llises i cel-lules dendritiques vasculars)m.
L'acumulacié de monocits / macrofags en el lloc de lesid és un factor clau en el procés aterogeénic i
implica diversos passos, com ara |'expressié de molécules d'adhesié i factors quimiotactics que
provoquen el reclutament de monocits i, per tant, l'activacié de processos de diferenciacio

juntament amb la proliferacié i immobilitzacié de macrofags a la placa inflamada *%.

En particular, el lligand 2 de quimiocina (CCL2), anteriorment anomenat MCP-1, esta

intimament implicat en la reaccié inflamatoria. Aquesta quimioquina regula la migracié de

321

monocits als teixits i la seva posterior diferenciacié als macrofags ™. El CCL2 pot ser secretat per
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diverses cél-lules com ceél-lules endotelials, cel-lules T, cél-lules musculars llises, monaocits,

macrofags i cél-lules d'escuma, perpetuant la inflamacié i I'acumulacié de lipids en I'ateroma*>.

Els primers estudis van informar que el CCL2 esta present en plaques arteriosclerotiques
riques en macrofags en humans®> i primats>>*. Els lipids oxidats han estat implicats durant molt de

temps com a mediadors de I'arteriosclerosi i la formacié d'espécies cel-lulars®?

. Estudis de Cushing
et al.>*® van demostrar que les LDLs oxidades induien la produccié de CCL-2 en cél-lules vasculars,
com ara cél-lules endotelials i cél-lules musculars llises. CCL-2 va sorgir aixi com un possible enllag
molecular entre les lipoproteines oxidades i la captacidé de cel-lules d'escuma a la paret del vas. A
més, Stephen et al.**®, que el CCL-2 indueix una disminucié de I'expressié dels receptors de LDL i un
augment del receptor d'escurgd (responsable de la fagocitosi de oxLDL). Notablement, Hashizume i
Mihara®*®® van investigar la influéncia de la interleucina-6 (IL-6) i del TNF-a sobre I'expressié del
receptor de cribratge en cél-lules endotelials arterials humanes. Van observar un augment en
I'expressio del receptor de la neteja i també van informar que la CCL-2 induida per oxLDL va
augmentar per la preséncia d'IL-6 i TNF-a. Per tant, IL-6 i TNF-a promouen una reaccié positiva de
la inflamacid i I'aterogenesi i suggereix que ambdéds estan implicats en el procés d'aterogénesi

també a través de la induccié oxLDL/CCL-2. A més, CCL-2 és responsable de la ruptura i la trombosi

de la placa aterosclerdtica®”.

328-330

A l'altre costat, les particules HDL han demostrat tenir antioxidants i propietats

antiinflamatories, inclosa la supressié de les molecules d'adhesié d'una cel-lula endotelial (CAM)>,
A més, es va demostrar que Apo A-l en HDL estabilitza PON1 i promou de forma significativa la
seva activitat de lactonasa®’. Per contra, la preséncia d'Apo All en HDL estd associada a la

inactivacié PON1%*

. En el sérum, la proteina PON1 protegeix tant la LDL com I'HDL contra la
peroxidaciéd de lipids i preserva els seus efectes antiteratogenics mitjancant la inhibicié de
I'oxidacié HDL 2%%****3>_ Mackness et al.**® va mostrar per primera vegada que PON1 inhibeix la
produccié de CCL-2 en cél-lules endotelials incubades amb oxLDL. Van descobrir que I'HDL, aixi com
la PON1 recombinant, van abolir la produccié de CCL-2 en cel-lules endotelials cultius, mentre que

HDL aviar no va poder provocar aquesta reaccié (I’"HDL aviar no té PON1).

Diversos estudis avalen el concepte d'una funcié antiinflamatoria de PON1. Tward et al.**’

va avaluar la sobrexpressio del PON1 huma en ratolins alimentats amb una dieta arteriosclerotica.
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Aquests autors van observar que els ratolins van desenvolupar menys lesions arteriosclerotiques,
menor estres oxidatiu i un 44% menys d'expressié CCL-2 en les seves aortes que els seus ratolins

.3* va mostrar que els ratolins deficient PON1 tenien una

de control corresponents. Rozenberg et a
major peroxidacié lipidica periferica i un major grau d'estrées oxidatiu de macrofags. Les
investigacions posteriors van observar que la funcié de PON1 (antioxidant i antiinflamatori) és
multifacética i pot incloure no només una inhibicié de la peroxidacié de lipids sind també un
augment de I'eflux de colesterol de macrofags a través de I'HDL. Rosenblat et al.*** macrofags
cultius incubats amb HDL derivats de ratolins PON1-transgénics humans. Van observar que PON1
va millorar I'efluent del colesterol, a través d'un augment del contingut de lisofosfosfatidilcolina de
macrofags, que va estimular |'accié del ABCA1, I'enllag HDL a les cel-lules i I'absorcié del colesterol

9 en ratolins deficients del receptor Apo A-l i LDL

per aquesta lipoproteina. Un altre estudi
mostrava activitats de PON1 seriques més baixes, disminucid del transport colesterol invers,

augment del desenvolupament d'aterosclerosi i concentracions de CCL-2 augmentades.

Tenint en compte totes aquestes dades, sembla plausible que PON1 inhibeix Ia
transmigracié de monocits / macrofags induida per I'estrés oxidatiu degut a la seva capacitat per
degradar els peroxids lipidics i regular la produccié de CCL-2 per cél-lules endotelials vasculars, aixi
com per la seva capacitat per augmentar els macrofags, el colesterol associat a través de la sintesi
de lisofosfatidilcolina i I'activacié de I'ABCA1°*'. Aquesta rad ofereix un mecanisme clar que
connecta la peroxidacié de lipids, la inflamacié i les funcions de proteccié de PON1 i HDL contra

I'aterogenesi (Figura 23).
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Figura 23 . Representacio del paper de PON1 en el procés d'arteriosclerosis. Els monocits circulants s'activen com a
conseqiéncia d'un medi pro-oxidant i proinflamatori i es converteixen en macrofags. Les particules de LDL també entren
al vaixell. Els macrofags promouen I'oxidacié LDL per I'alliberament dels radicals lliures. EI LDL oxidat entra en macrofags

per mitja del receptor de neteja i contribueix a la seva conversid a cel-lules d'escuma. La preséncia d'oxidacions de

macrofags de la formacié de cél-lules LDL i escuma sén distintius de I'aterogénesi inicial. La hidrolisi PON1 dels lipids
oxidats en el LDL reverteix aquesta lipoproteina al LDL normal i, com a conseqiéncia, atenua el desenvolupament de
|'aterosclerosi. PON1, mitjangant la inhibicié de la produccié de MCP-1, és antiinflamatori i afavoreix I'efluent del

colesterol dels macrofags. Adaptat des de Camps et al. 342

Relacié amb la diabetis

343

La diabetis esta associada a alts nivells d'estres oxidatiu™". Hi ha dades que mostren que la

formacié de ROS és una conseqiiéncia directa d'hiperglucémia®**. Els sistemes antioxidants son
mecanismes importants per defensar l'organisme del dany induit per estrés oxidatiu i el

desequilibri en el mecanisme redox pot desencadenar la patologia o les complicacions de la

diabetis®* 3¢,

A la década de 1990, diversos informes van mostrar associacions entre els polimorfismes

347

PON1;9;, PON1s5 i PON1,gsi les complicacions cardiovasculars en pacients diabetics ™. La preséncia

d'al-lels RR, LL i TT es va associar significativament amb majors taxes d'esdeveniments cardiacs
adversos. A més, Letellier et al.**® també va informar que l'activitat de PON1 disminueix en
pacients diabétics. A més, els pacients diabetics tenen el seu PON1 en HDL glicats i, com a resultat,

349,350

tenen una capacitat reduida de metabolitzar hidroperoxids de membrana . A més, els estudis

en ratolins deficients PON1 i ratolins transgenics PON1 van mostrar el paper protector de PON1
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contra la diabetis induida per estreptozotocina. La sobrexpressié de PON1 es va associar amb una
reduccidé de I'estres oxidatiu de macrofags induits per diabetis, un menor desenvolupament de la
diabetis i una mortalitat reduida, en comparacié amb els ratolins de control, i més encara quan es

van comparar amb ratolins deficient PON1*>".

L'augment de l'estres oxidatiu en pacients diabétics desencadena en detriment de
I'activitat PON1. De fet, la disminucié de |'activitat de PON1 es correlaciona inversament amb els

nivells d'oxLDL plasma en aquests pacients>>.

Diversos estudis van demostrar que hauria de ser necessaria I'administracié d'antioxidants
nutricionals per preservar o mantenir l'activitat de PON1 en pacients que presenten un elevat
estrés oxidatiu. El consum de suc de magrana en pacients diabétics va provocar un augment
significatiu en l'activitat de PON1 séric i, en conseqiiéncia, una reduccié de |'estres oxidatiu seric®

35 Estudis in vitro van

i, @ més, va augmentar l'enllagc PON1 a HDL, resultant en l'activacié PON1
demostrar que la preséncia d'antioxidants naturals com la quercetina (del vi negre), els flavonoides
glabridina (d'arrel de regaléssia) o la punicalagina (a partir de magrana), durant I'oxidacié LDL,
juntament amb PON1, van reduir la peroxidacié i conservar les activitats PON1*°. Un dels
tractaments farmacologics comuns de la diabetis és I'administracié de metformina. La metformina
és una biguanida i es deriva de la gallegrina, extreta de la planta Galega officinalis®>’. La droga esta

ampliament recolzada com a terapia inicial per organitzacions professionals a causa del seu baix

cost, perfil de seguretat i possibles beneficis cardiovasculars®®.

La metformina actua primerament en el fetge disminuint la produccié de glucosa,
secundariament, augmentant I'absorcié de la glucosa en els teixits periféerics (principalment

musculs) i, finalment, augmentant la B-oxidacié en el teixit adipés>>>**

. Aquests efectes estan
mediats per l'activacié d'un 5 monosfosfat d'adenosina (AMP) - proteina quinasa activada
(AMPK)****% L'AMPK és un complex heterotriméric que s'activa per un augment de la relacié6 AMP
/ ATP, i es considera un sensor d'energia cel-lular que contribueix a regular I'equilibri energétic i la
ingesta caldrica. Una vegada activat, AMPK inhibeix els processos anabolitzants que requereixen
energia i, en canvi, activa processos catabolitzants que produeixen energia. A continuacié, AMPK
participa en la regulacio de la glicolisi, la captacié de glucosa, I'oxidacio lipidica, la sintesi d'acids

grassos, la sintesi del colesterol i la gluconeogeénesi i s'ha considerat com un possible enzim
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objectiu en el tractament d'algunes malalties com I'obesitat, la diabetis tipus 2 i I'esteatosi

363,364

hepatica . A més, la metformina té propietats antioxidants que no estan completament

caracteritzades. Es capag de reduir el ROS mitjangant la inhibicié de la respiracié mitocondrial*® i la
reduccié del producte final de glicosilacié avangada (AGE) indirectament a través de la disminucid

de la hiperglucémia i directament a través d'un mecanisme dependent de la insulina®®®.

Relacié amb el cancer

L'estres oxidatiu a la cél-lula desencadena el dany de I'ADN i pot contribuir al creixement
neoplasic. Coneguts pels efectes antioxidants extensius de PON1, diversos estudis han investigat
I'associacio del polimorfisme PON1 funcional amb risc de cancer. Una metaanalisi recent (inclosos
25 estudis) ha reportat evidéencia solida d'un vincle entre la mutacié del polimorfisme PON1s5, que
condueix a una reduccié de l'activitat enzimatica PON1 i al risc general del cancer. A més, els
investigadors classificats per tipus de cancer, reporten un alt risc de cancer de prostata i mama per
als pacients que porten el fenotip MM. Pel que fa a PON1,4,, van trobar un risc de reduccié del
cancer per a les persones d'ascendéncia asiatica que porten el fenotip RR, la qual cosa augmenta

367

significativament I'activitat de la paraoxonasa PON1™’. A més, altres metanalisis del cancer de

mama han reportat resultats similars respecte al polimorfisme PON1yg; i PON155>%.

Relacié amb els trastorns neurologics

L'estres oxidatiu juga un paper clau en moltes malalties neurovegetatives, com I'Alzheimer

i les malalties de Parkinson, entre d'altres.

La malaltia d'Alzheimer és la principal causa de la demeéncia que comenga amb una
memoria compromesa>®’. La patogénesi de la malaltia d'Alzheimer comprén les plagues amiloides
extracel-lulars difuses i neuritiques en el teixit cerebral, que sovint estan envoltats per neurites

distrofiques i cabdells neurofibril-lars intraneuronals®”.

Diversos estudis, incloent els pacients amb malaltia d'Alzheimer van trobar una reduccié en

| 374372 A més, Wehr et al. Es va observar una

I'activitat PON1 pel que fa als subjectes contro
correlacié negativa entre I'activitat de PON1 i I'hnomocisteina (activitat de la lactonasa sobre els
fosfolipids oxidats i els nivells d'homocisteina-tiolactona) en pacients amb malaltia d'Alzheimer®”?.

Diversos estudis han abordat l'associacié entre el polimorfisme PON1 i la malaltia d'Alzheimer. No
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obstant aixd, hi ha observacions controvertides respecte a aquest tema. Wingo et al. No es va
observar cap associacio entre els polimorfismes PON1;5, i PON1ss en afroamericans o caucasics®”.
Tanmateix, un altre estudi de la Xina va demostrar que el polimorfisme PON1,q, esta associat a la

malaltia d'Alzheimer en 1000 subjectes (casos i controls)®™*.

Una recent metaanalisi realitzada a la Xina va demostrar que no hi va haver una associacié

significativa entre els dos polimorfismes i la malaltia *”.

D'altra banda, la malaltia de Parkinson és un trastorn neurodegeneratiu. Esta relacionat
amb la degeneracid progressiva de les neurones productores de dopamina en la substancia negra
del cervell mitja. L'etiologia de la malaltia no és ben entesa i es sospita la interaccié de la

susceptibilitat genética amb factors ambientals®’®.

L'exposicié a organofosfats ha estat reconeguda com un factor de risc per a la malaltia de

Parkinson en alguns estudis epidemiologics *7 %7

. Diversos estudis han investigat PON1 com un
possible gen candidat per al risc de malaltia de Parkinson, pero I'evidéncia directa dels estudis

d'associacié genética continua sent polémica.

Una metaanalisi recent de dotze estudis (nou implicats caucasics i tres implicats asiatics) va

suggerir que els polimorfismes PON1s5 i PON1;4, no tenien associacid per a la malaltia de Parkinson

3% Pper contra, existeixen evidéncies solides existents que suggereixen que hi ha una correlacié

entre la preséncia de determinats genotips i el desenvolupament de la malaltia en entorns

s i 373,380,381
toxics .

El paper de I'obesitat en les malalties no transmissibles

L'obesitat es considera un factor de risc important per al desenvolupament de
I'arteriosclerosi, MCV, diabetis mellitus tipus 2, cancer, malaltia hepatica greix no alcoholica

(NAFLD) i altres malalties relacionades amb I'edat®®’.

Una de les conseqiiéncies per al sobrepés o l'obesitat és |'alteracié de I'hnomedstasi ER i |a
seva correcta funcionalitat, que desencadena un estrés d'ER conegut per |'estat. El mecanisme pel
qual la cel-lula tracta de restaurar I'hnomeostasi cel-lular es coneix com a resposta a proteines no

desenvolupada (UPR). El paper principal d'aquesta resposta cel-lular és restablir el funcionament
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normal de I'ER, utilitzant diverses estrategies. No obstant aix0, si aix0 és insuficient per pal-liar
I'estrés, la UPR condueix a la mort cel-lular. La disfuncié de I'ER, la inflamacié cronica i la
conseglient UPR tenen un paper important en la patogenia dels trastorns metabodlics induits.
L'excés nutricional s'emmagatzema en el teixit adipds, pero la seva capacitat és limitada. Quan aixo
passa, els adipocits presenten simptomes d'estres vinculats a la disfuncié metabolica i la malaltia

3 D'altra banda, PON2 juga un paper important en I'estrés oxidatiu mitocondrial i I'estrés ER).

Diversos estudis van demostrar que PON2 es troba dins de les membranes d'ER*” **®

. L'expressid
PON2 es indueix tant en el promotor com en els nivells de proteines mitjancant I'apoptosi
inhibitoria de I'estrés ER. A més, PON2 protegeix contra I'estrés del ER mitjangant la regulacié de

298, 299

I'homeostasi del calci . Per tant, PON2 és un important mecanisme de defensa endogena

contra l'estres oxidatiu i la mort cel-lular induida per UPR.

D'altra banda, la creixent prevalenga d'obesitat tant en nens com en adults també provoca
un augment del NAFLD, acceptat mundialment com la causa més freqlient de malaltia hepatica
cronica 2% 3%,

A més, el NAFLD esta associat amb la resisténcia a la insulina i altres factors de risc
metabolics (diabetis mellitus, dislipémia, obesitat abdominal central i MCV). La seva prevalenca
també augmenta amb l'edat i esta influida per la genética. Altres factors de risc d'aquesta malaltia

son el sexe, I'etnicitat i les infeccions croniques 383,385

El NAFLD (també conegut com esteatosi hepatica) es caracteritza per la preséncia d'una
quantitat important d'acumulacié de lipids en el parénquima hepatic (que afecta a 25%
d'hepatocits), en abséncia d'excés de consum d'alcohol. Aquests diposits hepatics condueixen a un
ampli espectre de dany hepatic. L'esteatosi hepatica pot progressar fins a convertir-se en
esteatohepatitis no alcoholica (NASH), que es caracteritza per la combinaciéo de greixos en el
parenquima hepatic amb inflamacio, inflamacié lobulant i inflamacié de I'hepatocit i fibrosi i cirrosi

que poden produir un carcinoma hepatocel-lular i insuficiéncia hepatica®®*® 3’

El fetge és un organ metabolic que realitza importants funcions bioquimiques essencials
per a I'hnomeodstasi metabolica i és un dels principals reguladors del metabolisme de glucosa i lipids.
En el cas del NAFLD, es poden trobar diversos trastorns en la capacitat del fetge per processar

lipids i aix0 s'ha associat a alteracions multifactorials en la dieta, la genetica, la regulacié hormonal,
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el teixit adipds, el sistema immunitari i la microbiota intestinal.

La quantitat de lipids existents en hepatocits representa una interaccié multifacetica entre:
a) absorcio de triglicérids plasmatics circulants o acids grassos lliures (provinents de lipolisis en
teixit adipds), b) lipogenesi de novo en el fetge, c) oxidacié d'acids grassos i d) exportacié d'acids

grassos en lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL)***>%.

L'acumulacié intrahepatica d'acids grassos en el fetge és una font d'inflamacié i estres
oxidatiu que pot ser responsable de la progressié del NAFLD a NASH i pot predisposar-se a lesions
més greus. Diversos mecanismes antioxidants enzimatics protegeixen el fetge de lesions

oxidatives. Un d'ells és PON1, a través del seu paper protector contra l'estrés oxidatiu. A més, el

391-393 [ 394 v

fetge juga un paper clau en la sintesi del serum PON1 . Investigacions de Ferré et a a
mostrar una activitat microsomal reduida de PON1 i un augment de la peroxidacié lipidica en rates
amb cirrosi induida per CCL4. A més, van estudiar I'efecte de la suplementacié dietetica de zinc,
que és un metall que posseeix propietats antioxidants i antifiorogenétiques i que observa una
normalitzacié de la peroxidacio de lipids i una millora de I'activitat de PON1 en rates que han estat

tractats amb suplements dietétics de zinc pel que fa a les rates de control.

Els estudis inicials havien observat una reduccié significativa de l|'activitat arilesterasa

395-397

sérica de PON1 en pacients amb cirrosi hepatica . Aquests informes van ser confirmats per

Ferré et al.313%

. Van analitzar I'activitat de PON1 en pacients amb diversos graus de dany hepatic
cronic i, els seus estudis van mostrar una disminucid significativa de I'activitat de PON1 séric en
pacients amb hepatitis cronica, i una disminucié encara major en pacients cirrotics, en comparacio

amb un grup de control.

D'altra banda, el NAFLD sol ser una malaltia asimptomatica. Les proves per a la disfuncié
hepatica sén insuficientment sensibles per a una indicacié confiable d'abséncia o preséncia de
malalties hepatiques, i sovint es diagnostica fortuitament després d'una analisi de sang de rutina o

un estudi d'imatge per altres motius.

Actualment, la bidopsia hepatica encara representa I'estandard d'or per al diagnostic del
NAFLD. No obstant aix0, alguns metges i pacients estan indispostos per dur a terme aquest metode

invasiu. A més de l'error de mostreig, el diagnostic depén de I'experiéncia i la subjectivitat del
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patoleg i el seu cost i morbiditat contribueix a la recerca de modalitats addicionals de diagnostic i
estadificacié de la malaltia. En I'dltima década, s'han desenvolupat molts métodes no invasius per

disminuir la quantitat de bidpsies hepatiques i superar els seus problemes>***%.

S'ha proposat un nombre creixent de biomarcadors potencials per al diagnostic del NAFLD.
Alguns estudis van informar que la mesura de I'activitat PON1 sérica pot afegir informacié valuosa
en l'avaluacié de I'abast del dany hepatic, que pot obviar la necessitat de material bioldgic per a
I'avaluacié histologica. L'activitat PON1 del serum té una gran precisié diagnostica a I'hora de
diferenciar els pacients amb malaltia hepatica dels subjectes controlats i, si s'afegeix a una prova
estandard de bateries de funcionament del fetge, augmenta la sensibilitat general sense danyar

I'especificitat®"*".
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HIPOTESI
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Hipotesi

Els pacients que desenvolupen RD inicien la patologia amb canvis minims en la retina que a
poc a poc es van agreujant i tornant-se irreversibles amb un procés principal com a causant:
I'estres oxidatiu.

La hipotesi central plantejada és que els enzims PON1 i PON3 juguen un paper molt
important en la regulacid de I'estrés oxidatiu i la resposta inflamatoria mediada per CCL-2, i pot ser
un punt determinant per a desencadenar |'afectacié microvascular retiniana que marcara la
progressié de la retinopatia diabética. A partir d’aqui voliem estudiar, a part de la presencia en
humor vitri de PON1 i PON3, si existia alguna relacié entre aquests i el grau d’afectacid vascular

retiniana.
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OBIJECTIUS
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Objectius

Objectius principals

1. Demostrar la presencia de PON1 i 3 a les mostres d'humor vitri
2. Determinar els valors de PON 1 i 3 en sérum/plasma i humor vitri en diabétics i en pacients
diabétics amb EMDBT

3. Determinar la relacié entre la PON 1i 3 i el grau de RPDBT observada

Objectius secundaris

1. Relacionar nivells de PON 1i 3 en sérum/plasma amb els de I'humor vitri

2. Relacionar el control metabolic de la DM (a través dels valors d'hemoglobina glicosilada [HbA1c])
amb els nivells de PON 1 3 en serum/plasma i humor vitri

3. Relacionar les variables propies de la malaltia diabética (tipus de DM, tractament, edat,
hipertensio arterial [HTA], index de massa corporal [IMC]) amb PON 1 i 3 en sérum/plasma i humor
vitri.

4. Relacionar els valors obtinguts per tal d'establir una correlacié entre la retinopatia diabetica i la
presencia de PON 1i 3 en humor vitri.

5. En aquells malalts que existeixi membrana epiretiniana (MER) idiopatica o bé secundaria a
retinopatia diabetica, determinar la presencia de PON 1 i 3 i altres elements de estres oxidatiu en

concret 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), observant les diferéncies si existeixen entre els dos tipus.
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MATERIAL | METODES
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Material i metodes

Disseny
Estudi tipus serie clinica amb recollida de les dades necessaries per I'estudi de tipus

prospectiu.

Ambit

Pacients derivats a | ‘"Hospital Universitari Sant Joan de Reus per a ser intervinguts per
retinopatia diabetica, per edema macular diabétic traccional en les seves diferents formes, edema
macular diabeétic cronic, o bé per presentar forat macular o membrana epiretiniana idiopatica.

Comarques que en deriven: Baix Camp, Priorat; Ribera d’Ebre, Terra Alta, Montsia (area
depenent de I'Hospital Comarcal d’Amposta, Conca de Barbera i Alt Camp (area dependent del

Hospital Pius de Valls) i Tarragoneés i Baix Penedés (area dependent de I’Hospital Santa Tecla).

Subjectes d'estudi
En total es recolliran mostres en 63 ulls de 63 malalts:
1. Malalts diabétics, en total varen ser 33 ulls de 33 malalts:
a) Edema macular diabétic de tipus traccional (bé per traccio vitri-retina o membrana
epiretiniana)
b) Edema macular diabétic cronic que no respon als tractaments amb intravitries de
anti-VEGF o corticoides,
c) Malalts amb retinopatia diabética proliferativa quirurgica
2. Grup control, per determinar els valors de paraoxonasa PON1 a nivell de vitri o
membranes retinianes en aquells malalts sense diabetis mellitus, estara format per
malalts que requereixin vitrectomia per presentar: forat macular o membrana

epiretiniana idiopatica. En total van ser 30 ulls de 30 malalts.
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Seleccié de malalts

La seleccié dels malalts per entrar en I'estudi es va fer de manera aleatoria a partir dels

malalts derivats per realitzar vitrectomia per presentar qualsevol de les patologies indicades en el

present estudi, com malalts del grup d’estudi o malalts del grup control.

Potencia d'estudi

Basant-se en un possible error en la determinacié dels nivells de PON1 i PON3 a nivell

intraocular, i per obtenir un nivell de significacié alfa de 0,05 i una potencia beta de un 95%, es

necessiten 50 malalts per I'estudi.

Criteris d'exclusié

a)

b)
c)

d)

e)

f)

g)
h)

Malalts intervinguts en els sis mesos anteriors de qualsevol patologia intraocular
(cataractes, glaucoma etc.)

Malalts intervinguts previament de vitrectomia

Malalts amb uveitis anterior o posterior activa o no en I'actualitat

Malalts tractats amb antiinflamatoris inclosos corticoides per via sistemica per
gualsevol causa en els darrers sis mesos

Malalts tractats amb antiinflamatoris inclosos corticoides per via topica en els darrers
sis mesos

Malalts tractats amb anti-VEGF o corticoides per via intravitria en els darrers sis mesos
Malalts amb glaucoma cronic d’angle obert tractats amb més d’un medicament topic
Malalts amb miopia superior a 6 dioptries (miopies mitjana o alta)

Malalts amb altres patologies maculars com DMAE, maculopatia associada a la edat

(druses), o altres.

Consentiment informat

Aquest estudi s’ha realitzat després d’haver estat aprovat pel Comité d’Etica en

Investigacions Cientifiques locals, obtenint la seva aprovacié amb el nUmero de referencia: 16-04-

28/4actaprojl, amb data 26 de maig de 2011 (Annex).
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En la primera visita, el pacient ha estat informat respecte I'objectiu de I'estudi, sol-licitant

la seva col-laboracié en el mateix tot garantint-li la confidencialitat de les seves dades. Tots els

punts anteriorment descrits han estat recollits en el consentiment informat que ha estat signat pel

pacient i el metge oftalmoleg responsable de I'estudi.

Exploracid sistémica

En tots els malalts es realitzara exploracié sistemica que incloura, examen per part de

metge internista, pressa de tensid arterial, peticié de les analitiques corresponents.

Exploracié ocular

1.

2
3.
4

Historia clinica oftalmologica complerta

Examen de agudesa visual amb optotips E de Snellen.

Pressa de pressié intraocular amb tonometre tipus Goldmann en lampada de fenedura.
Biomicroscopia de segment anterior. Utilitzant lampara de fenedura i lent de no
contacte de 90 dioptries.

Retinografia. En el present estudi s’han realitzat dues retinografies de 502, una
centrada en macula i I'altra al costat nasal del nervi optic. L'estudi detingut de les
imatges, permet I'observacid dels signes que apareixen en 'EMDBT i la RPDBT, ajudant
a tipificar-los. D’aquesta manera, la presencia de microaneurismes, hemorragies i
exsudats durs en el pol posterior de I'ull, sén signes caracteristics de ’'EMDBT. Per altra
banda, el nimero d’hemorragies, la observacié d’IRMAs i de tortuositat vascular
venosa per quadrants i I'existeéncia de neovascularitzacid retiniana, esdevenen la base
per a classificar el grau de retinopatia. S’ha utilitzat el retinograf TOPCON TRC NW 7SF.
Angiografia fluoresceinica, en tots aquells casos que ho han precisat. S’ha utilitzat el
retinograf TOPCON TRC NW 7SF. La tecnica de I’AGF ha consistit en la injeccié de 5 cc
de fluoresceina sodica a través d’una vena del brag, previ la injeccié de
metoclopramida per a minimitzar les nausees que pot desencadenar el procediment.
Un cop detectada la fluoresceina a I'ull, s’han comengat a prendre imatges
angiografiques gracies a la llum verd fluorescent que emet el colorant en ser
il-luminant amb Illum blava. S’"han obtingut imatges dels set camps de 302 de la retina

recomanats per I'estudi ETDRS.
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7. OCT de retina i de coroides. S’ha explorat I'area macular mitjangant el topograf de

coheréncia optica (OCT) TOPCON 3D OCT-2000, que permet una resolucié axial de 5

Mm i una resolucid transversal de 20 um, amb una velocitat de scan de 27.000

scans/segon; la profunditat de focus és de 2,3 mm que possibilita I'exploracié de la

coroides. La reproductibilitat d’aquest equip té un coeficient de variabilitat inferior al

1%, en les mesures maculares, excepte la medicié de la fovea que té un coeficient del

2,42%, sent per a la medicié del gruix macular total del 0,86%.

8. Ecografia ocular en cas de opacitat vitria important que impedia la visualitzacié del

Fons d’ull, en aquells casos que ho han precisat s’ha realitzat ecografia Doppler dels

vasos que irriguen el globus (artéria oftalmica, artéria central de la retina, artéries

ciliars posteriors).

Classificacio de la diabetis

Per a classificar la retinopatia diabética dels ulls inclosos a I’estudi, s’ha tingut en compte la

Classificacio Clinica Internacional de la retinopatia diabética de Wilkinson de I'any 2002,

reconeguda per diferents societats com la Academia Americana de Oftalmologia, donada la seva

claredat i senzillesa.

En ella, es tipifica la severitat de la RD en 5 graus:

1. No Retinopatia: Abséncia de lesions, o bé presencia de lesions aillades seglients:

exsudats cotonosos aillats, hemorragies sense microaneurismes. Nivells ETDRS 10, 14 i

15

2. Retinopatia lleu: Microaneurismes, hemorragies. Nivells ETDRS 20 i 35

3. Retinopatia moderada: Regla 4,2,1; Hemorragies (en els

4 quadrants),

microaneurismes (MA) en 2 quadrants i anomalies intravasculars retinianes (AMIR) en

1 quadrant. Nivell ETDRS 43

4. Retinopatia severa: Preséncia de qualsevol de (4, 2, 1) i: Més de 20 hemorragies en els

4 quadrants, o més de 2 rosariaments venosos, o preséncia de AMIR en més de 1

guadrant. Nivells ETDRS 47 i 53

5. Retinopatia proliferativa: Preséncia de nevasos. Nivells ETDRS 61 i 65
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Variables
Determinacio de les seglients variables:
1. Dades demografiques dels malalts: sexe, edat, raca
2. Dades propies de la diabetis mellitus (DM): Edat de diagnostic, temps de duracié de la DM,
tipus de tractament de la DM (dieta, antidiabétics orals, insulina), presencia de hipertensié
arterial (HTA).
3. Dades analitiques generals: HbAlc (valor normal < 7%), perfil lipidic (valorar dislipémia),
proteina C reactiva
4. Dades analitiques especials:
a) activitat paraoxonasa en sérum/plasma (U/L)
b) activitat lactonasa en sérum/plasma (U/L)
c) concentracié de PON 1i 3 en sérum/plasma (mg/L)
d) concentracié de PON 1i3 en humor vitri i les seves activitats especifiques (mg/dl)
e) Immunohistoquimica en les membranes retinianes i en el vitri: concentracié de

paraoxonasa PON1, concentracié de 4-hidroxi-nonenal.

Recollida i analisi de dades

En els malalts quirurgics de retinopatia diabética bé per retinopatia diabética proliferativa
amb traccid vitri-retina, o bé per presencia de edema macular diabetic de tipus traccional, es va
practicar vitrectomia pars plana de 25 g 0 20 g, amb recollida del vitri sota aire que va ser enviat a
anatomia patologica en primer terme, igualment la membrana retiniana en el seu cas va ser
impregnada amb eosina primer i derivada a anatomia patologica.

En els dos casos (vitri o0 membrana, en anatomia patologica seran la primera (vitri) sotmesa a
centrifugat i el diposit enviat a laboratori, en cas de la membrana sera observada sota microscopia
optica i després inclosa en bloc de parafina i tallada amb microtom.

Des de anatomia patologica els dos tipus de mostres varen ser enviats al laboratori de
investigacid on han estat sotmesos a inmunohistoquimica per determinar les diferents dades
analitiques especials abans esmentades.

Paral-lelament en el preoperatori a més de I'analitica habitual s’extrauran les mostres suficients

per determinar en sérum / plasma les dades analitiques especials abans esmentades.
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Estudi de les membranes retinianes extretes
Les membranes van ser classificades en dos graus, assistint al Blue Mountain Eye Study:
Grau 1: anomenat reflex cel-lular macular, que es descriu com un reflex lluminds, d'aigua,
sedaillum.
Grau 2: denominat fibrosi macular preretinal, en aquest cas la membrana es espessa i es
contreu, amb les linies de traccié de la superficie, amb aspecte opac o gris.
Tots els nostres casos sén del segon grau, ja que és la forma que afecta la visi6 amb una
disminucié de I'agudesa visual inferior a 0,4 i produeix metamorfopsia.
La diferéncia entre MER idiopatica o secundaria a diabetis, es va fer tenint en compte els
segilients parametres:
1. Es considera MER idiopatica la desenvolupada en malalts no diabétics i que presenten una
monocapa cel-lular formada per cel-lules glials o epitelials.
2. Es considera MER secundaria si el malalt té diabetis mellitus i a més hi han signes de retinopatia
diabética. Estan formades per una multicapa cel-lular juntament amb altres tipus de celules, com

cel-lules inflamatories.

Analisis estadistic

Totes les analisis estadistiques es van realitzar amb el programa estadistic SPSS 21.0. El
grau de significacio minima es va establir a P <0.05 a cada test.

Es van utilitzar métodes estandard (Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilks) per comprovar si
les variables seguien una distribucié normal.

Es varen fer determinacions de les freqiiencies i estudi descriptiu dels malalts inclosos en la
mostra, tan del grup d’estudi com del grup control, respecte a les variables demografiques,
variables propies de la diabetis mellitus, dels diferents tipus de retinopatia que presenten, i de les
dades obtingudes en els analisis dels parametres estudiats (entre ells esta la determinacié de la
PON1iPON3)

Determinacio de les diferéncies entre el grup control i el grup estudiat respecte a les

variables quantitatives segilients:
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Variables derivades de |'estudi de la paraoxonasa:

1. activitat paraxonasa en serum (U/L)

2. activitat lactonasa en serum (U/L)

3. concentracié de PON1i PON3 en sérum (mg/L)

4. concentracié de PON1 i PON3 en humor vitri i les seves activitats especifiques (mg/dl)

Variables demografiques i propies de la diabetis mellitus en el grup estudi:

1. edat
pes (kg)
talla (cm)

index de massa corporal (IMC)

2

3

4

5. HbAlc
6. creatinina en sérum (mg/dl)

7. ureaen sérum (mg/dl)

8. filtrat glomerular en sérum, glucosa en sérum (mg/ dl)

Les diferéncies entre dos grups es van analitzar amb el test t-Student (parametric) o amb el
test U-Mann-Whitney (no parameétric). Les diferéncies entre multiples grups es van analitzar amb
I’ANOVA.

Per I'estudi de les variables qualitatives com les derivades de la propia diabetis mellitus o la
presencia de retinopatia diabetica I'estudi univariant es fara amb I|’aplicacié de I'estadigraf Chi
guadrat.

Per avaluar el grau d’associacié entre dues variables es van utilitzar els coeficients de
correlacié de Pearson (paramétric) i Spearman (no parameétric) o el test de Kruskall Wallis

(categoric).

Limitacions de I'estudi

Les limitacions del present estudi vindran determinades per el nimero de malalts inclosos
en la mateixa en primer terme. Una segona limitacid es que els malalts inclosos son malalts
diabétics amb indicacié quirdrgica, per tan aquells malalts diabétics amb retinopatia pero sense

indicacio quirdrgica no es podra exportar el resultats de manera immediata.
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RESULTATS
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Resultats

MOSTRA

1. Descripcié de la mostra

- 63 ulls de 63 pacients, amb una edat mitja de 71 anys (44,6-81), dels quals un 29% eren
homes i 34% dones. Els nombre de malalts amb diabetis era 33, dels quals 5 tenien diabetis

tipus 1 i la resta de 28 tenien diabetis tipus 2, i els ulls no diabétics eren 30 (Taula 4).

- Els motius d'intervencié quirurgica dels ulls afectats van ser: en 11 ulls (17,5%) per
extraccié de membrana epiretinana (MER), en 4 ulls (6,3%) per luxacio del cristal:li, en 8
ulls (12,7% ) per vitrectomia per edema macular traccional, en 14 ulls (22,3%) per
despreniment de retina, en 2 ulls (3,2%) per luxacié de lent intraocular (LIO), a 18 ulls
(28,6%) per hemovitri i en 4 ulls (6,3%) per forat macular. Només 15 (23,8%) ulls havien

rebut tractament amb laser argé previ (Taula 4).

- Dins el grup ulls de pacient amb diabetis hi havia 3 ulls (4,8%) amb retinopatia diabética
lleu, 14 ulls (22,2%) amb retinopatia diabética moderada i 16 ulls(25,4%) amb retinopatia
diabética greu. D'aquests 33 ulls de pacients diabétics n'hi havia 20 (31,74%) que es

tractaven amb insulina (Taula 4).

- Els ulls que presentaven hemorragia vitria eren 18 (28,6%), dels quals tots eren diabeétics

menys un (Taula 4).

2. Estudi estadistic de la mostra

La mostra inclou ulls de pacients diabeétics (grup casos) i no diabetics (grup control). No es
van trobar diferéncies significatives dependents del sexe, ni per edat, ni per preséncia d'HTA, ni per

IMC.
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VARIABLE (V) Pacients (%)
Sexe Home 29 (46)
Dona 34 (54)
Diabetis Mellitus Si 32(50,8)
No 31(49,2)
Preséncia de HV Si 19 (30,2)
No 44 (69,8)
Patologia Retina prévia No 57(90,5)
DMAE 2(3,2)
RPDBT 1(1,6)
DR + oli silicona 3(4,8)
Patologia quirurgica MER 11 (17,5)
LC 4(6,3)
EMDT 8(12,7)
DR 11 (17,5)
DR +oli 3(4,8)
LLIO 2(3,2)
HV 18 (28,6)
FM 4(6,3)
Endoftalmitis 2(3,2)
Tractament amb ADO No diabetic 30 (47,61)
Si 25 (39,68)
No 8(12,6)
Tractament amb Insulina No diabetic 30 (47,61)
Si 20 (31,74)
No 13 (20,63)
Grau retinopatia diabética | No 30 (47,6)
Lleu 3(4,8)
Moderada 14 (22,2)
Proliferativa 16 ( 25,4)
Diabétic Tipus No DBT 30 (47,6)
Tipus 1 5(7,9)
Tipus 2 28(44,4)
Injeccions prévies Si 2(3,17)
No 61 (96,8)
Laser retina previ Si 15 (23,8)
No 48 (76,2)
HTA Si 32(52,5)
No 29 (47,5)
DSLPM Si 25 (41)
No 36 (59)
Vasculopatia diabetica No diabetic 31(50,8)
Si 8(13,1)
No 22 (36,1)
Neuropatia diabética No diabetic 31(50,8)
Si 3(4,9)
No 27 (44,3)
Nefropatia diabeética No diabetic 31(50,8)
Si 8(63,9)
No 22 (36,1)

Taula 4. Variables qualitatives estudiades. ADO: antidiabétics orals, HTA: hipertensié arterial, DSPLM: dislipémia, DMAE:

degeneracié macular associada a I'edat, RD: retinopatia diabética, DR: desprendiment de retina, MER: membrana
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epiretinana, LC: luxacié de cristal-li, EMDT: edema macular diabétic traccional, LLIO: luxacid lent intraocular, HV:

ESTUDI PON

1. Estudi de les variables PON1 i PON3 a serum/plasma entre els seglients subgrups:

hemovitri, FM: forat macular

Variable

Mediana (percentil entre el 5 95 %)

Activitat Paraoxonasa Sérum (U/L)

136,7 (108,2-208,2)

Activitat Lactonasa Sérum (U/L)

6,1(3,4-9,2)

Concentracié PON 1 Sérum (mg/L)

211,31 (16,59-557,62)

Concentracié PON3 Sérum (mg/L)

9,15 (5,8-17,7)

Concentraciéo PON1 humor vitri

0,02 (0,001- 0,33)

Concentraciéo PON3 humor vitri

1,21 (0,19-16,0)

Edat pacient (anys)

71 (44,6- 81,0)

IMC (Kg/m2)

29,75 (23,6-39,84)

Creatinina Serum (mg/dL)

0,84 (0,49-2,28)

Urea Sérum (mg/dL)

37 (22,7-74,0)

Filtrat Glomerular Serum

45 (77,39-30,4)

Glucosa Sérum (mg/dL)

109 (79-244,20)

HbA1c (%) 7,5 (5,9-13,4)
Pes (kg) 81,5 (55,5-105,0)
Talla (cm) 163 (147,9-177,4)

Activitat especifica Paraoxonasa (U/mg)

0,73 (0,26-8,50)

Activitat especifica lactonasa (U/mg)

0,02 (0,009-0,48)

Taula 5. Variables quantitatives estudiades

a) Comparacié de mostra de ulls diabétics i no diabetics

PON 1len Diabetic (N=24) No diabetic (N=19)
serum/plasma

Mitjana 207,24 +/-148,21 (144,65-269,83) 173,99+/- 90,17 (130,53-217,45)
Mediana 182,37 162,97

=> Els resultats surten significatius amb una significacio estadistica p= 0,013

PON 1 en sérum /plasma (mg/L)

Figura 24. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON1 en sérum/plasma (mg/L) al

600,00

500,00

400,00

Diabétics No diabeétics

comparar pacients diabeétics i no diabetics de la mostra.
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PON 3 en Diabetic (N=24) No diabetic (N=19)
serum/plasma

Mitjana 11,18 +/- 5,10 (9,02-13,33) 7,68 +/- 2,65 (6,40-8,97)
Mediana 9,40 7,50

=> El resultats surten significatius amb una significacié estadistica p=0,042

PON 3 en sérum /plasma (mg/L)

15520

15690
o

15,00

i é

Diabeétics No diabétics

Figura 25. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON3 en sérum/plasma (mg/L) al

comparar ulls diabétics i no diabétics.

b) Comparacié de mostra de ulls amb preséencia de hemorragia vitria i sense hemorragia vitria

PON1 en Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=30)

serum/plasma (N=13)

Mitjana 197,34 +/- 122,89 (123,07- 190,47 +/- 128,88 ( 142,35-
271,60) 238,60)

Mediana 197,47 193,42

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

. | =
PON 1 en sérum /plasma (mg/L) e S
aoar]

20000

10000

Hemovitri No Hemouvitri
Figura 26. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON1 en sérum/plasma (mg/L) al

comparar ulls amb hemorragia vitria i sense hemorragia vitria.
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PON3 en Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=30)
serum/plasma (N=13)

Mitjana 8,82 +/-2,97 (0-3,79 9,64 +/- 5,07 ( 7,64-11,43)
Mediana 9,60 8,25

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON 3 en sérum /plasma (mg/L)

"l %
5007

Hemovitri No Hemouvitri

Figura 27. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana del valors de PON3 en sérum/plasma (mg/L) al

comparar ulls amb hemorragia vitria i sense hemorragia vitria.

c) Mostra d'ulls amb presencia de retinopatia diabética i sense retinopatia diabética i ulls no

diabetics
PON 1len Mostra amb retinopatia diabéetica | Mostra sense retinopatia
serum/plasma (N=23) diabética (N=20)
Mitjana 204,03 +/-150,69 (138,86-269,19) | 173,99 +/- 90,17 (130,53-217,45)
Mediana 167,28 162,97

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON 1 en sérum /plasma (mg/L)

No diabétic SiRD  NoRD
Figura 28. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON1 en sérum/plasma (mg/L) al

comparar ulls amb preséncia de retinopatia diabética, no retinopatia diabetica i ulls de pacients no diabétics.
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PON3 en Mostra amb retinopatia Mostra sense retinopatia
serum/plasma diabética (N=23) diabética (N=19)

Mitjana 10,53 +/- 4,09 (8,76-12,31) 10,61 +/- 2,65 (6,40-8,97)
Mediana 9,20 7,50

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

3000

PON3 en sérum /plasma (mg/L) —

15690
o

2000
16360

No diabetic SiRD No RD
Figura 29. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON3 en sérum/plasma (mg/L) al

comparar ulls amb preséncia de retinopatia diabética, no retinopatia diabética i ulls de pacients no diabeétics

2. Estudi de I'activitat paraoxonasa i lactonasa en sérum/plasma

a) Comparacié de mostra de ulls diabétics i no diabetics

Activitat Diabetic (N=25) No diabetic (N=19)

Paraoxonasa en

serum

Media 144,85 +/- 28,73 (132,99- 140,30 +/- 28,94 (127,47-
156,71) 153,13)

Mediana 138,40 135,00

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

wor] o0

Activitat Paraoxonasa en sérum (U/L)

0000

00,00

Diabétic No diabétic
Figura 30. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Paraoxonasa en serum (U/L) al comparar
ulls de pacients amb diabétics i no diabétics
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Activitat Lactonasa Diabetic (N=25) No diabetic (N=22)

en serum

Mitjana 5,92 +/- 1,48 ( 5,31-6,53) 5,97 +/- 1,47 (5,32-6,62)
Mediana 6,00 6,15

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

12,00

Activitat Lactonasa en sérum (U/L)

10,00 ol

Diabeétic No diabeétic
Figura 31. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Lactonasa en sérum (U/L) al comparar ulls

de pacients amb diabétics i no diabétics

b) Comparacié de mostra de ulls amb preséncia de hemorragia vitria i sense hemorragia vitria

Activitat Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=34)

Paraoxonasa en (N=13)

serum

Mitjana 144,35 +/-29,03 (126,80- 142,10+/- 28,85 (132,03-
161,89) 152,17)

Mediana 143,40 135,00

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat Paraxonasa en sérum (U/L)

210,00

180,007

150,007

120,007

Hemovitri No Hemovitri
Figura 32. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Paraoxonasa en serum (U/L) al comparar

ulls de pacients amb hemovitri i sense hemovitri
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Activitat Lactonasa Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=34)
en serum (N=13)

Mitjana 5,49 +/- 1,78 5,90 +/- 1,34 (5,42-6,37)
Mediana 6,20 6,05

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

1200

Activitat Lactonasa en sérum (U/L)

1000 ol

Hemovitri ~ No Hemovitri
Figura 33. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Lactonasa en sérum (U/L) al comparar ulls

de pacients amb hemovitri i sense hemovitri

c) Mostra d'ulls amb preséncia de retinopatia diabética, sense retinopatia diabetica i ulls no

diabetic
Activitat Mostra amb retinopatia Mostra sense retinopatia
Paraoxonasa en diabética (N=24) diabética (N=23)
serum
Mitjana 144,42 +/-29,26 (132,00- 140,30 +/- 28,94 (127,47-
156,78) 153,13)
Mediana 137,55 135,00

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat Paraoxonasa en sérum (U/L)

210,00

9000

No diabétic SiRD  NoRD
Figura 34. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Paraoxonasa en serum (U/L) al comparar

ulls de pacients amb retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i no diabétics
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Activitat Lactonasa
en serum

Mostra amb retinopatia
diabética (N=24)

Mostra sense retinopatia
diabética (N=23)

Mitjana

5,93 +/- 1,51(5,29-6,57)

5,31 +/-1,47 (5,32-6,62)

Mediana

6,10

76,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat Lactonasa en sérum (U/L)

No diabétic

SiRD No RD

Figura 35. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat Lactonasa en sérum (U/L) al comparar ulls

de pacients amb retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i no diabétics

3. Estudi de PON 1i PON 3 en humor vitri

a) Comparacié de mostra de ulls diabétics i no diabetics

PON 1 en Humor vitri

Diabetic (N=28)

No diabetic (N=27)

Mitjana

82,53+/-105,19 (41,74~
123,32)

102,61+/- 109,68 (59,22-
146,00)

Mediana

54,40

76,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON1 en humor vitri (mg/L)

o000

18 ®

Diabeétic

No diabetic

Figura 36. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON1 en humor vitri en ulls de pacients

diabétics i no diabétics

125



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR

EN RETINOPATIA DIABETICA
Patricia Pujol Gomis

PON 3 en Humor vitri

Diabetic (N=28)

No diabetic (N=27)

Mitjana

3,03+/-1,41 (2,49-3,58)

3,18+/-1,70 (2,51-3,58)

Mediana

3,00

2,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON3 en en humor vitri (mg/L)

Diabétic

No diabétic

Figura 36. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON3 en humor vitri en ulls de pacients

b) Comparacié de mostra de ulls amb preséncia de hemorragia vitria i sense hemorragia vitria

diabétics i no diabétics

PON 1 en Humor vitri | Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=39)
(N=16)

Mitjana 42,52+/-47,00 (17,74- 112,85+/- 117,85 (74,64-
67,57) 151,05)

Mediana 19,80 81,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON1 en humor vitri (mg/L)

Figura 37. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors PON1 en humor vitri en ulls de amb

00|
500001
w000
30000

20000

10000

.

Hemovitri

No Hemovitri

hemovitri i sense hemovitri.
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PON 3 en Humor vitri | Mostra amb hemovitri Mostra sense hemovitri (N=39)
(N=16)

Mitjana 5,66+/-1,08 (2,45-3,60) 3,15+/- 1,71 (2,58-3,70)

Mediana 2,95 2,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON3 en humor vitri (mg/L)

135,00
o

3

Hemovitri No Hemovitri

Figura 38. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON3 en humor vitri en ulls de amb

hemovitri i sense hemovitri.

¢) Mostra d'ulls amb preséncia de retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i ulls no

diabeétics

PON 1 en Humor vitri

Mostra amb retinopatia
diabética (N=27)

Mostra sense retinopatia
diabética (N=28)

Mitjana 81,22 +/- 106,95 (38,91- 102,61 +/-109,68 (59,22-
123,54) 146,00)
Mediana 52,40 76,70
=> Les diferéncies no son significatives estadisticament
PON1 en humor vitri (mg/L) 5
No diabeétic SiRD No RD

Figura 39. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON1 en humor vitri en ulls de pacients

amb retinopatia diabética, sense retinopatia diabeética i no diabétics.
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PON 3 en Humor vitri | Mostra (N=27) Mostra sense retinopatia
diabética (N=28)

Mitjana 3,05 +/- 1,43 (2,48-3,62) 3,18 +/- 1,70(2,51-3,85)

Mediana 3,10 2,70

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON3 en humor vitri (mg/L)

135,00
o

No diabétic ~ SiRD No RD
Figura 40. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors PON3 en humor vitri en ulls de pacients amb

retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i no diabétics.

4. Estudi de I'activitat de PON1 i PON3 en humor vitri

a) Comparacié de mostra d'ulls diabétics i no diabetics

Activitat PON 1 en Diabetics (N=25) No diabetics (N=24)

Humor vitri

Mitjana 50,78 +/- 110,75 (5,06- 31,48 +/- 53,20 (9,01-53,94)
96,49)

Mediana 12,10 11,00

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat PON 1 en humor vitri (U/mg) 0001

400,00
300,00

200,00

119,90

100,00 L
o

L= =

Diabeétic No diabétic

Figura 41. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat de PON1 en humor vitri en els ulls de

pacients diabétics i no diabétics.
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Activitat PON 3 en Diabetics (N=25) No diabetics (N=24)
Humor vitri

Mitjana 2,64 +/- (0,93-4,35) 2,28 +/- 2,55 (1,20-3,36)
Mediana 1,15 1,29

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

20007 5

Activitat PON 3 en humor vitri (U/mg)

15,00

10,00 o
111,50
o

*
131,70
*

*
119,90

aE

Diabétic No diabetic

Figura 42. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat de PON3 en humor vitri en humor vitri en

els ulls de pacients diabétics i no diabétics.

b) Comparacié de mostra d'ulls amb presencia de hemorragia vitria i sense hemorragia vitria

Activitat PON 1 en ulls amb hemorragia vitria ulls sense hemorragia vitria

Humor vitri (N=19) (N=44)

Mitjana 33,39 +/- 87,94 (-13,47 - 45,17 +/- 87,77 ( 14,05 - 76,30)
80,25)

Mediana 10,75 11,20

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

50000

Activitat PON 1 en humor vitri (U/mg)

* 4z
2

l = =

Hemovitri No Hemovitri

Figura 43. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'actvitat de PON 1 en humor vitri en ulls amb

hemovitri i sense hemovitri.
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Activitat PON 3 en
Humor vitri

ulls amb hemorragia vitria
(N=19)

ulls sense hemorragia vitria
(N=44)

Mitjana

0,47 +/-1,91

2,90 +/-3,90 (1,52-4,29)

Mediana

0,98

1,30

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat PON 3 en humor vitri (U/mg) = -

15,00

10,00 o

==

Hemovitri

No Hemouvitri

Figura 44. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I'activitat de PON 3 en humor vitri en ulls amb

hemovitri i sense hemovitri.

¢) Mostra d'ulls amb preséncia de retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i ulls no

diabetics
Activitat PON 1 en ulls amb retinopatia ulls sense retinopatia diabeética
Humor vitri diabetica (N=24) (N=23)
Mitjana 52,60 +/- 112,74 (4,99- 32,83 +/- 53,97 (9,48-56,17)
100,21)
Mediana 12,45 11,20

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

Activitat PON 1 en humor vitri (U/mg) oo

30000

11880

& & _

No diabetic  SiRD No RD

Figura 45. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I’activitat de PON 1 en humor vitri en ulls de

pacients amb retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i no diabétics.
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Activitat PON 3 en ulls amb retinopatia ulls sense retinopatia diabética
Humor vitri diabética (N=24) (N=23)

Mitjana 2,73 +/- 4,20 (0,92-4,50) 2,37 +/- 2,57 (1,25-3,48)
Mediana 1,18 1,42

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

20,00

Activitat PON 3 en humor vitri (U/mg)

1000 o

11150 *
© 131,70

1990
500
| é —_—

SiRD

No diabetic No RD

Figura 46. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de I’activitat de PON 3 en humor vitri en ulls de

pacients amb retinopatia diabética, sense retinopatia diabética i no diabétics.

5. Estudi del subgrup amb edema macular diabétic

a) Estudi PON1 i PON3 en sérum/plasma

PON 1 en
serum/plasma

Ulls sense edema
macular en pacients
diabetics (N=26)

Ulls amb edema
macular en pacients
diabetics (N=8)

Ulls de pacients no
diabetics (N=29)

Mitjana

210,35 +/- 75,00

135,71 +/- 32,23

210,70 +/- 22,46

Mediana

221,10

92,35

186,40

PON1 en sérum/plasma (mg/L)

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

500,00

500,001

400,00

300,001

200,00

100004

NoEMen DM SiEMenDM NoDM

Figura 47. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON 1 en serum/plasma en els ulls sense

edema macular de pacients diabétics, ulls amb edema macular de pacients diabétics i ulls de pacients no diabétics.
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PON 3 en
serum/plasma

Ulls sense edema
macular en pacients
diabetics (N=26)

Ulls amb edema
macular en pacients
diabetics (N=8)

Ulls de pacients no
diabetics (N=29)

Mitjana

2,67 +/- 1,57

4,32 +/-1,62

2,57 +/-1,43

Mediana

2,55

4,10

2,20

=> Les diferéncies no son significatives estadisticament

PON 3 en serum/plasma (mg/L)

Figura 48. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON 3 en serum/plasma en els ulls sense

edema macular de pacients diabétics, ulls amb edema macular de pacients diabétics i ulls de pacients no diabétics.

NoEMenDM SiEMenDM No DM

b) Estudi PON1 i PON3 en humor vitri

PON 1 en humor vitri

Ulls sense edema
macular de pacients
diabetics (N=21)

Ulls amb edema
macular de pacients
diabétic (N=8)

Ulls de pacients no
diabétics (N=27)

Mitjana

76,81 +/- 75,00

136,61 +/- 92,49

90,70 +/- 102,46

Mediana

69,10

132,35

70,10

=> Els resultats surten significatius amb una significacié estadistica p=0,02

PON1 en humor vitri (mg/L)

Figura 49. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON 1 en humor vitri en els ulls amb

sssss

4000

nnnnn

;

NoEMenDM SiEMenDM No DM

edema macular diabeétic i sense edema macular diabetic.
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PON 3 en humor vitri

Ulls sense edema
macular de pacients
diabétics (N=26)

Ulls amb edema
macular de pacients
diabetics (N=8)

Ulls de pacients no
diabetics (N=29)

Mitjana

2,67 +/- 1,57

4,32 +/-1,62

2,57 +/- 1,60

Mediana

2,55

4,10

2,60

=> Els resultats surten significatius amb una significacié estadistica p=0,01

PON3 en humor vitri (mg/L) oor]

NoEMenDM SiEMenDM No DM
Figura 50. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana dels valors de PON 3 en humor vitri en els ulls amb

edema macular diabétic i sense edema macular diabetic

c) Estudi ratio PON1 i PON3 en vitri/sérum

Ratio PON1 vitri/ Ulls sense edema macular Ulls amb edema macular
serum en pacients diabétics diabétic en pacients diabétics
(N=24) (N=8)

Mitjana 0,66 +/- 0,17 2,52 +/-2,17

=> Els resultats surten significatius amb una significacié estadistica p=0,003

Ratio PON1 en vitri/sérum soo]

No EM en DM SiEM en DM No DM

Figura 51. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de la ratio PON 1 en vitri/sérum en ulls de pacients
sense edema macular en pacients no diabetics, ulls amb edema macular en pacients diabétics i ulls de pacients no

diabétics.
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Ratio PON3 Ulls sense edema macular Ulls amb edema macular en

vitri/sérum en pacients diabétics (N= pacients diabétics (N= 8)
24)

Mitjana 19 +/- 0,08 0,52 +/-0,12

=> Els resultats surten significatius amb una significacié estadistica p=0,025

Ratio PON3 en vitri/sérum o]

L

No EM en DM SiEM en DM No DM

Figura 52. Representacio grafica dels valors de mitjana i mediana de la ratio PON 3 en vitri/sérum en ulls de pacients
sense edema macular en pacients no diabetics, ulls amb edema macular en pacients diabétics i ulls de pacients no

diabétics.

6) Estudi de correlacid

Les grafiques de correlacid van mostrar resultats estadisticament significatius en la
poblacié diabética, on es va trobar una r=0,665 entre els valors d'HbAlc i I'activitat especifica

paraoxonasa, i una r=0,73 entre els valors I'HbAlc i I'activitat especifica lactonasa. (Figures 53 i 54)

10009 120,665

HbA1c en serum (%) p=0,026

9,004

8,004

7,004

6,00

T T
00 50 1,00 150 2,00 2,50 30

Activitat especifica paraoxonasa (U/mg)

Figura 53. Grafica de correlacio positiva entre HbAlc i I'activitat especifica paraoxonasa en els pacients diabétics
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10,00
HbAlc en serum (%) fpls

p=0,010 .

6,00

Activitat especifica lactonasa (U/mg)

Figura 54. Grafica de correlacio positiva entre HbAlc i I'activitat especifica lactonasa en els pacients diabétics

ESTUDI MEMBRANES RETINIANES

a) Estudi demografic de la mostra i estudi de tomografia de coheréncia optica (OCT)

La Taula 10 mostra les dades demografiques de la mostra. S'estudien 10 de les 11
membranes extretes, ja que en una no hi havia suficient material per analitzar. No hi ha diferéncies
de génere entre grups. L'edat mitjana va ser de 74,60 + 3,45 (66-76) anys per a les MER
diabétiques secundaries i de 72,40 + 3,91 (70-78) anys per a les MER idiopatiques. No hi va haver
diferéncies estadistiques entre els dos grups d'edat mitjana (p=0,372). La retinopatia diabética
estava present en tots els casos de MER diabétiques secundaries. Es va observar un despreniment
vitri posterior en dos casos de MER secundaries diabétiques, i en tots els casos amb MER
idiopatiques. L'agudesa visual tenia una mitjana preoperatoria de 0,18 + 0,08 (0,1-0,3) en MER amb
retinopatia diabética secundaria i una mitjana de 0,2 + 0,07 (0,1-0,3) en MER idiopatiques. La
mitjana postoperatoria de l'agudesa visual va augmentar en tots els casos, excepte en el cas
numero tres a causa del pacient presentant una retinopatia diabetica proliferativa amb membrana
neovascular papil-lar i arees focals d'isquémia macular, demostrades per I'angiografia
fluoresceinica. L'agudesa visual mitjana postoperatoria va ser de 0,42 + 0,2 (0,1-0,6) en MER de
retinopatia diabética secundaria i una mitjana de 0,56 + 0,15 (0,4-0,8) en MER idiopatiques.

Malgrat I'augment en ambdds grups, les diferéncies en I'agudesa visual van augmentar entre elles,
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perd no van ser estadisticament significatives a la prova de t no separada de dues dades en p =

0,195.
Malalt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Etiologia MER | Secundaria a diabetis Idiopatica
Edat 73 75 66 72 76 77 78 76 70 72
Sexe H D H H D D H D H H
ull esq dret esq esq dret dret |esq esq dret |dret
AV 0.1 0.2 0.1 0.2 0.3 0.2 0.3 0.2 0.1 0.2

preoperatoria

AV 0.4 0.6 0.1 0.4 0.6 0.6 0.8 0.5 0.5 0.4

postoperatoria

Diabetis Si Si Si Si Si No No No No No

mellitus

Retinopatia Si (RD|Si (RD|Si (RD|Si (RD|Si (RD|No No No No No

diabetica severa) | moder | prolifer | moder | moder
ada) ativa) ada) ada)
OCT tipus C E C C E E E E E E

OCT gruix (nm) | 392 377 332 387 415 315 320 |321 (312 |331

Taula 10. Dades demografiques: RDNP = Retinopatia diabética no proliferativa; RD = retinopatia diabetica; OCT =
Tomografia de coheréncia optica; C= Cistic; E= espongiforme; H= home; D= dona; Esq= esquerre; MER= membrana

epiretinana

En l'estudi mitjancant OCT el tipus d'edema macular era espongiforme en tots els casos de la
mostra d'ERMs idiopatics i dos casos amb ERM diabétics secundaris, es va observar forma quistica
en tres casos de ERM diabéetics secundaris. La mitjana de I'edema macular era de 380,6 + 30,53
(332-415) nanometres per a diabetics secundaris ERM i 319 + 7.26 (312-331) nanometres per a
MER idiopatiques. L'analisi estadistica de I'edema macular es va realitzar mitjan¢ant una prova t de

dues cares, les diferéncies entre ambdds grups de pacients van ser significatives (p=0,002).
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b) Microscopia optica

L'examen de microscopia Optica va demostrar la preséncia de material fibro-hiali en tots
els casos (Taula 12), probablement format per diferents tipus de col-lagen. Les cél-lules
inflamatories predominaven en pacients amb MER secundaries diabétiques (els macrofags estan
presents en els casos 1, 3 i 4.) En tots els casos amb MER idiopatiques, trobem cél-lules epitelials-

cuboidals, pero no signes d'inflamacio.

Patient Histologia Paraxonasa-PON1 | 4-HNE
1 Material firbohiali, Macrofags Si Si
2 Material firbohiali, Astrocytes and inflammatory | Si Si
changes

3 Material firbohiali, Macrofags Si Si
4 Material firbohiali, Macrofags Si Si
5 Material firbohiali, no cél-lules Si Si
6 Material firbohiali, cél-lules cuboidals Si No
7 Material firbohiali, cél-lules cuboidals Si No
8 Material firbohiali, cél-lules cuboidals Si No
9 Material firbohiali, cél-lules cuboidals Si No
10 Material firbohiali, no cél-lules Si No

Taula 12. Resultats de I'estudi de microscopia optica e histoquimica

c) Analisi PON1 en MER

La Figura 55 mostra que PON1 s'ha observat en tots els casos. Es va observar 4-hidroxineal

(4-HNE) en totes les MER de diabetis secundaria, pero no en casos amb MER idiopatiques.
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Figura 55. Representative examples of the analyses of PON1 (A) and 4-HNE protein adducts (B) in human diabetic
macular edema epiretinal membrane (magnification x200).

138



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR
EN RETINOPATIA DIABETICA

Patricia Pujol Gomis

DISCUSSIO
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Discussio

Préviament als resultats de I'estudi actual, el grup de recerca biomédica de I'Institut
d'Investigacié Sanitaries Pere Virgili (IISPV), havia publicat estudis sobre la PON en altres malalties,
en concret en les hepatopaties croniques, on es va observar que la disminucié significativa de
I'activitat de PON1 en malalties hepatiques croniques esta relacionada amb el grau de disfuncio
hepatica i no amb diferéncies al-léliques o genotipiques'®.

A més, el nostre grup de recerca en oftalmologia del ISPV, va estudiar les relacions entre la
PONL1 i les alteracions de I'endoteli corneal en els pacients amb malaltia pulmonar cronica (MPOC),
on es va demostrar una disminucio significativa de I'activitat de PON1 en sérum i una disminucié
significativa en la densitat de cél-lules endotelials corneals’. Aixi mateix Fang et al."® mitjangant
estudis genetics, van analitzar els polimorfismes que afecten I'activitat de la PON1 i van observar
que aquells fenotips que mostraven una activitat alta presentaven un menor risc de desenvolupar
cancer®.

En el present estudi es va demostrar un augment de PON1 i PON3 a nivell de
serum/plasma en diabétics, amb resultats estadisticament significatius, creiem que com a
mecanisme compensatori a un estat metabolic alterat,sobretot en primeres fases de la malaltia.
dades que no sén iguals en altres estudis del grup Karabina et al.'® en que havien obtingut
resultats que suggerien que la proteccid de l'activitat esterolitica de PON1 per antioxidants era
important per preservar la seva accié sobre els peroxids de fosfolipids, dit d'una altra manera, que
un increment de |'estres oxidatiu en diabétics comportava a una perdua en I'activitat PON1, a més,
la disminucié en ['activitat de PON1 estava inversament relacionada amb els nivells de LDL
oxidades en el sérum/plasma d'aquests pacients. Creiem que els dos arguments poden ser
possibles perd que la variaci’éd dels valors de la PON pot estar relacionada segons la fase de la

malaltia en la que es troba el pacient

Les troballes més significatives van ser, d'una banda, una correlaciéd positiva amb
significacié estadistica entre els graus d'activitat paraoxonasa i lactonasa en humor vitri i el valor
de HbA1lc dels ulls diabetics. Creiem que va ser una troballa important tenint en compte que

I'HbAlc és un dels marcadors de I'estat diabétic del malalt a mig i llarg termini, es va visualitzar
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clarament seguint les linies de tendéncia de les grafiques de correlacié. I, d'altra banda, I'augment
de produccié de PON1 i PON3 a nivell d'humor vitri en els casos d’edema macular diabéetic els
casos. El grup que no mostrava EMD també englobava pacients diabetics, resultat que ens fa
pensar que aquest augment estadisticament significatiu de PON1 i PON3 en humor vitri, es troba
més greument afectat en els casos que associen complicacions inflamatories. La publicacié de

Karabina et al.**

tracta de coneixer la distribucio tissular de quimiocines, PON i mediadors de la
inflamacié en les situacions que engloben accions antioxidants i antiinflamatories, utilitzant
immunohistoquimica i PCR quantitativa en temps real es va investigar PON1 i missatger en 23
teixits de ratolins, obtenint una preséncia de PON1, PON2 i PON3, i quimiocines en la majoria dels
teixits investigats i, sorprenentment I'acid ribonucleic missatger (ARNm) d'aquestes proteines
també es va expressar en la major part d'aquests teixits suggerint una produccié local i la capacitat
de respondre in situ als estimuls inflamatoris. A més, I'amplia distribucid i expressié de I'ARNm per
PON i citoquines suggerien un paper sistémic, probablement coordinat, en la resposta inflamatoria
global.

L'augment de PON1 i PON3 en humor vitri en els ulls de pacients diabétics amb edema
macular respecte als ulls de pacients diabetics sense edema macular i respecte als ulls de pacients
no diabétics, suggeria un augment de la presencia d'aquests enzims com a possible mecanisme
compensatori davant |'estat inflamatori de la retina.

Sobre les diferéncies d'avaluacio de la PON entre diabétics amb RD i sense RD parla I'estudi

de Nowak et al.*®*

els resultats es basen en comparar pacients diabetics sense RD i pacients
diabétics amb RD, obtenint valors significativament elevats de hight-sensitivity C-reactivi protein
(hs-CRP) i inferiors de PON1 en sérum/plasma en els pacients diabétics amb RD, que confirmaria
que l'estres oxidatiu podria tenir un paper en la patogénesi de la RD. A causa de la diferéncia
significativa en la relaci6 PON1/PCR entre els pacients diabétics amb i sense RD, sembla que
aquesta relacio PON1/PCR pot utilitzar-se com un marcador bioquimic per a la progressié de la RD,
encara que, evidentment, es necessitaria més estudis al respecte.

Altres estudis®**

parlen sobre la influencia de PON1 sobre les alteracions metaboliques
induides per les LDL oxidades. Els resultats suggereixen que PON1 pot tenir un paper significatiu en
la supervivencia de cél-lules endotelials mitjangant la proteccié de les mateixes de les alteracions
de la cadena induida per les LDL oxidades, ja que hi ha un paper protector de HDL i PON1 contra

I'oxidacié i I'apoptosi en les cél-lules endotelials. Aixi doncs les HDL de ratolins deficients de PON1
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tenien una capacitat deteriorada per protegir les cél-lules endotelials de les LDL oxidades. En
aquest sentit s'han també s’han realitzat estudis *** on s'avaluava els efectes de la metformina en
el fetge de ratolins deficients de PON1 que, sense tractar, presentaven un grau lleu d'esteatosi
hepatica. L'administracié de metformina va agreujar la inflamacié en els animals que van rebre un
aliment estandard per a ratolins en comparacié amb aquells alimentats amb una dieta rica en
greixos, aixi doncs, podem deduir que I'administracié de metformina produeix efectes indesitjables
en el fetge dels ratolins deficients de PON1.El nostre estudi no va obtenir resultats rellevants en
aquest sentit ja que es va trobar un augment d'activitat paraoxonasa en sérum/plasma i valors de
PON1 en humor vitri disminuits en els ulls de pacients dislipémics, comparats amb els no
dislipémics.

Respecte de l'estudi de les MER extretes, hem de tenir en compte que son causes
importants de discapacitat visual en la gent gran, la seva prevalenca és del 7% en persones majors

405

de 49 anys d'acord amb el Blue Eye Study . La prevalenca és lleugerament superior en les dones

(7,7%) que en els homes (6%) i augmenta amb I'edat del 7,2% a les persones dels 60, fins al 9,3% a

les persones majors de 80 anys'®

. A més, aquest ampli estudi va demostrar que la diabetis mellitus
és I'unic factor de risc important, amb una proporcié Odds de 3.21 1C95% 1.43-7.23, amb una
significacié de p <0.001. Les membranes externes es poden presentar com idiopatiques o
secundaries a patologies com el despreniment de retina , retinopatia diabética o altres
vasculopaties.

Histologicament, les membranes idiopatiques presenten una cél-lula monocapa formada
per cel-lules glials o epitelials (I'origen d'aquestes cél-lules esta obert a la discussid). Les MER
secundaries estan formades per un multicapa amb altres cel-lules, com a céel-lules inflamatories.
Les MER comencen amb caracteristiques similars al celofan, llavors apareix una membrana
engruixida més fibrosa, especialment en membranes secundaries. Hem basat el nostre estudi
sobre la lletra, més espessa, perque implica una simptomatologia visual patologica, com la
metamorfosi i la disminucido de l'agudesa visual. Les MER es tracten mitjancant vitrectomia i
escissid, especialment quan l'agudesa visual disminueix fins a 0,4 i/o la metamorfopsia esta
present.

A partir de I'etiologia, es van extingir cinc casos de MER secundaries diabétiques i cinc
casos de MER idiopatiques. En tots els casos, es va realitzar un estudi microscopic, que va

demostrar la preséncia de macrofags en tres dels quatre pacients amb MER secundaries
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diabetiques i astrocits fibrosos en un altre. En casos de MER idiopatiques, es van trobar cél-lules
epitelials pigmentades cuboidals en quatre dels cinc casos.

En el present estudi, es va trobar I'enzim PON1 en les membranes epiretina en tots els
casos, que és un enzim associat a lipoproteines HDL. Protegeix les lipoproteines de I'oxidacié*”,
que és la base de la malaltia microvascular en la diabetis, demostrada per la toxicitat de les

408 | 'activitat

lipoproteines oxidades per a cel-lules endotelials i pericits en els capil-lars de la retina
de PON1 també es redueix en el serum dels pacients amb diabetis, per la qual cosa és important
determinar si esta present en estructures intraoculars (vitri o retina). Cal tenir en compte que les
estructures oculars tenen una doble barrera important, la barrera retino-vascular interna, formada
per pericits, unions de cel-lules endotelials i una membrana basal i la barrera retina vascular
externa entre la retina i la coroide formada per una capa epitelial pigmentada, que impedeix el pas
de macromolécules com lipoproteines al vitre o la retina. Encara no s'ha entés com pot apareixer
I'enzim de PON1 a les membranes de la retina. Pot ser secundari a una ruptura de la barrera de la
retina o de la produccié de la retina, que sera el focus del nostre proper estudi. Les MER estan
formades per l'activitat de diferents cel-lules (cél-lules pigmentaries retinals, cel-lules glials,
macrofags, etc.), pero també sén atretes per |'estrés oxidatiu, de manera que no seria raonable
suposar que l'enzim de PON1 tingui un paper important. La seva preséncia en l'estructura de les
MER en la nostra mostra suposa que l'estrés oxidatiu podria jugar un paper en la formacié de
membranes. De fet, I'estrés oxidatiu induit per la peroxidacié lipidica ha estat implicat en la
patogeénia de moltes malalties retinals, com la degeneracié macular associada a I'edat i la RD*****°.
La retina és susceptible a I'estres oxidatiu a causa de la seva constant exposicid a especies ROS
produides per llum ultraviolada visible. Les cél-lules epitelials de pigments retinals recolzen els
fotoreceptors i sén rics en acids grassos poliinsaturats.

Les limitacions de l'estudi van incloure, en primer lloc, el nimero d'ulls, sobretot en
intentar comparar la subpoblacié diabética i la no diabética, i encara més agreujat en intentar
excloure els casos de hemovitrl en algunes comparacions estadistiques, que ja no van ser possibles
pel nombre insuficient de casos, i el programa estadistic no ho permetia. L'altra limitacié va ser
que, es va acceptar préviament amb el CEIC de I'Hospital el no intervenir quirargicament per a

I'obtencido de mostra d'humor vitri als ulls que no hi hagués una indicacié quirdrgica per fer-ho,

d'aquesta manera no podem obtenir mostres suficients de diabetics que no precisen cirurgia.
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Tenint en compte que no hi ha referéncies d'altres estudis similars i les limitacions de
I'estudi, ens va costar extreure conclusions fermes sobre els resultats obtinguts. Pero tot i aixo
creiem que hi ha una via de cami en la cascada inflamatoria on la PON hi té molt a veure i que una
modulacié a aquest nivell podria ajudar a frenar els efectes secundaris de, en el nostre cas, la RD.
Cal tenir en compte que els valors de PON i d'altres components de la cascada inflamatoria poden
estar influenciats per variables interpersonals de cada pacient com ja em comentat en I'apartat de
relacié de la es MNT i la PON, com per exemple en els casos de malaltia hepatica, on poden existir

9

valors inferiors de PON ja qué aquesta es sintetitza principalment en el fetge® amb una

variabilitat interpersonal en I'edat, el fumar i la obesitat, entre d'altres.
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CONCLUSIONS
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Conclusions

El nostre projecte va mostrar un augment de PON1 i PON3 a nivell de
serum/plasma al comparar ulls de pacients diabétics i no diabétics, amb
significacid estadistica, que suggereixen que davant un increment de l'estres
oxidatiu en diabétics existeix un augment de produccié d'aquests enzims per poder
fer front a l'alteracid metabolica. Tanmateix els valors de la mitja al comparar el
subgrup de ulls de pacients amb retinopatia diabética amb els ulls de pacients
diabeétics i ulls de pacients no diabétics, també mostra un augment d'aquest valor.
En els casos de ulls amb hemovitri vam trobar disminucié de la mitja de PON1 en
vitri, i PON3 augmentada, respecte als valors generals de la mostra. Tenint en
compte que tots els casos de hemovitri del estudi eren diabetics podem deduir que
PON 1i PON 3 no actuarien de la mateixa manera.

Els valors de PON1 i PON 3 en humor vitri estaven augmentats en ulls de pacients
diabétics amb edema macular, respecte als ulls de pacients diabeétics sense edema
macular i també respecte als ulls de pacients sense DM, amb resultats
estadisticament significatius. Tenint en compte que I'edema macular associa les
formes més greus de la RD, podem observar un augment de preséncia/produccié
de PON1 i PON3 en les formes més greus de la RD respecte les inicials com a
possible mecanisme compensatori.

La ratio de PON 1 i PON3 en vitri/sérum estava augmentada en els casos de ulls de
pacients diabétics amb edema macular, respecte als ulls de pacients diabetics
sense edema macular, amb resultats estadisticament significatius.

Es va demostrar una correlacid positiva amb significacio estadistica entre els graus
d'activitat paraoxonasa i lactonasa en humor vitri i el valor de HbA1lc dels ulls de
pacients diabétics. Creiem que es una troballa important tenint en compte que
I'HbA1c és un dels marcadors de I'estat diabétic del malalt a mig/llarg termini, es
va visualitzar clarament seguint les linies de tendencia de les grafiques de
correlacid.

Respecte a les membranes epiretinianes analitzades es va observar la preséncia de

PON 1 tant en els malalts amb MER idiopatica i en els malalts amb MER secundaria
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a DM, per0 només en aquests ultims vam detectar la preséencia de 4-hidroxi-2-
nonenal i material inflamatori a la microscopia Optica, el que suggereix que hi ha
activitat de estrés oxidatiu en els malalts amb MER secundaria a diabetis.

Finalment, el vincle entre la concentracié antioxidant, la inflamacié i el
desenvolupament de complicacions de la diabetis requereix estudis addicionals per

tal de confirmar els nostres descobriments.
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Resumen

Las enzimas de la familia de la PON (paraoxonasa) degradan perdxidos lipidicos, lo que implica que estas enzimas podrian afectar de forma importante una
gran variedad de enfermedades en las que estén involucradas alteraciones en el balance redox y producir un aumento del estrés oxidativo. Se han descrito
alteraciones en los niveles circulantes de PON 1 en varias enfermedades, en las que el estrés oxidativo esta involucrado. El estudio intenta demostrar la
modificacion de los valores de PON en los diabéticos y la consecuencia de éste cambio, tanto a nivel de suero/plasma, donde ya se habian hecho estudios
al respecto, como a nivel de humor vitreo, donde no hay han estudios todavia descritos. Se encuentran resultados con significacion estadistica en los ojos
con edema macular diabético (EMDBT), que, respecto a los que no tienen, presentan niveles aumentados en humor vitreo de PON1y 3y sus actividades,
y valores a la inversa en suero/plasma, hecho que apoya la hipétesis de que existe una produccion intraocular como respuesta a intentar frenar el grado

de inflamacion asociada a la enfermedad.

Resum

Els enzims de la familia de la PON (paraoxonasa) degraden peroxids lipidics, i aixd implica que aquests enzims podrien afectar de forma important una gran
varietat de malalties en les que hi estiguin involucrades alteracions en el balang redox i produir un augment de l'estrés oxidatiu. S’han descrit alteracions
en els nivells circulants de PON1 en diverses malalties en les qué I'estres oxidatiu hi esta involucrat. Lestudi intenta demostrar la modificacié dels valors de
PON en els diabeétics i la conseqiiencia d'aquest canvi, tant a nivell de serum/plasma, on ja s’havien fet estudis al respecte, com a nivell de humor vitri, on
no hi han estudis encara descrits. Es troben resultats amb significacié estadistica en els ulls amb edema macular diabétic (EMDBT), que ,respecte els que
no en tenen, presenten nivells augmentats en humor vitri de PON 1 3 i les seves activitats, i valors a la inversa en sérum/plasma, la qual cosa recolza la

hipotesi que existeix una produccié intraocular com a resposta a intentar frenar el grau d'inflamacié associada a la malaltia.

Abstract

Enzymes of the PON (paraoxonasa) family degrade lipid peroxides, and this means that what these enzymes could significantly affect a variety of diseases
in which alterations involved in redox balance are increased oxidative stress. Alterations in the circulating levels of PON 1 have been described in various
diseases, in which oxidative stress is involved. The study tries to demonstrate the modification of PON values in diabetic people and the consequence
of this change, both at the serum/plasma levels, where studies had already been done about it, as a vitreous humor level, where studies have not been
described yet. We found results with statistical significance in eyes with diabetic macular edema (EMDBT), which, with respect to those who have none,
have increased levels in vitreous humor of PON1 and 3 and their activities, and values in reverse in serum/plasma. This fact support the hypothesis that

there is an intraocular production in response to an attempt to halt the degree of inflammation associated with the disease.

Articulo premiado con una Beca en el 45° Congreso de la Societat Catalana d'Oftalmologia.
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Introduccion

En 2015 habia 387 millones de personas en todo el mundo
afectadas de DM, de las que un 50% no estaban diagnostica-
das. La DM ha ido escalando puestos en el ranking mundial de
causas de mortalidad. Se prevé un rdpido aumento del nimero
de casos nuevos en todo el mundo, hasta llegar a 592 millones
de diabéticos en 2035. Estas cifras muestran la gravedad de esta
epidemia global ya catalogada por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS). La consecuencia del incremento de la diabetes,
serefleja claramente en la carga que representa para los servicios
de salud, y se considera que la atencion de esta enfermedad y
sus complicaciones consume un 9-14% de los presupuestos de
salud de Europa y Estados Unidos'™.

La DM es una enfermedad compleja, ya que tiene un origen
multifactorial y porque afecta a muchas partes del organismo.
La incapacidad del organismo para regular la glucemia lleva a un
estado de hiperglucemia mantenida que provoca la activacién de
diferentes mecanismos bioquimicos que suceden a nivel intra-
celular como consecuencia de ésta. Se activan la via del sorbitol,
glicacion proteica, protein kinasa, la hexosamina'y, sobre todo, el
estrés oxidativo®.

Este estrés oxidativo juega un papel fundamental en la patogé-
nesis de enfermedades degenerativas crénicas, y se ve favorecido
por la formacion descontrolada de radicales libres que pueden
proceder tanto de fuentes enddgenas (del propio metabolismo
celular) o de fuentes exdgenas (luz ultra violeta, radiaciones,
polucién y/o tabaco)*.

La retina es particularmente susceptible al dafo oxidativo. Como
sistemas antioxidantes primarios de accién enzimética dispone-
mos del sistema oxido-dismuntasa (SOD), gluation-peroxidasa
(GPX), catalasa (CAT) y PON y como antioxidantes secundarios
disponemos de los antioxidantes presentes en los alimentos
como son los polifenoles, vitaminas y carotenos de entre otros*°.

En concreto la familia de la PON® tiene un papel muy importante
enlalucha contra el estrés oxidativo. Esta formada por 3 miembros,
conocidos como PON 1, PON 2y PO 3, los genes se encuentran
localizados de forma adyacente en el brazo largo del cromosoma 77.
Las protefnas PON 1y PON 3 se encuentran localizadas de forma
intracelular y extracelular celular, estando unidas a las lipopro-
teinas de baja densidad (HDL), mientras que PON2 sélo ha sido
detectada intracelularmente, unida a la membrana plasmaética.
PON 2y PON 3 presentan solo actividad lactonasa, mientras que

P. Pujol Gomis, P. Romero Aroca

la proteina PONT presenta actividad paraxonasa (capacidad de
hidrolisis de compuestos organosfosforados), actividad esterasa
(capacidad para hidrolizar ésteres arométicos) y lactonasa (capa-
cidad para hidrolizar lactonas). En concreto, la actividad lactonasa
presente en las 3, es la responsable de la hidrélisis de perdxidos
lipidicos, los que estan implicados en el proceso de aterogénesis
y otras enfermedades caracterizadas por laacumulacién de grasa.
Por lo tanto se puede determinar que tanto PON 1 como PON 3
son elementos importantes de proteccion contra el dano oxida-
tivo y la peroxidacion lipidica®.

La retinopatia diabética (RPDBT) se presenta en forma de mi-
croangiopatia inflamatoria de bajo grado por la combinacion de
alteraciones metabdlicas que engloban hipoxia, glicosilacion y
estrés oxidativo. Los mecanismos que inician esta microangiopatia
inflamatoria de bajo grado se desconocen, pero segun los estu-
dios, parece que las lipoproteinas de baja densidad (LDL) oxidadas
tienen un papel importante. Las LDL oxidadas han demostrado
ser citotdxicas para las células endoteliales de los capilares de la
retinay paralos pericitos presentes en la membrana basal. La baja
actividad de PON 1, junto con la alta concentracion de proteina C
reactiva (PCR) y, muy probablemente el componente inflamatorio,
estan asociadas a la disminucién del potencial antioxidante en
los pacientes diabéticos y son unos importantes marcadores de
la progresion de la retinopatia.

La PONT1 actuarfa a través de dos vias: la via metabdlica de ac-
tuacion antioxidante mediante la inhibicion de la formacion de
MDA (producto de la peroxidacion lipidica), produciendo una
aumento del MDA en la lipoproteina de alta densidad (HDL) que
lleva a la activacion del receptor endotelial lecitina-like LDL (LOX-
1) que induce la activacion de la protein kinasa (PK), que a su vez
inhibe la via de produccion del 6xido nitrico. Y la via de actuacion
antiinflamatoria se realizaria a través de la inhibicion de la enzima
mieloperoxidasa (MPO), esta molécula en condiciones inflamato-
rias uniria alaHDLy en la PON 1 formando grupos ternarios, que
inhibirian la accién de la PON 1. La MPO es una proteina derivada
de los leucocitos que promueve la oxidacion lipidica, uniéndose
ala PON 1, reduciendo su actividad a través de la modificacion
de algunos residuos de tirosina y de metionina de la misma, lo
que harfa aumentar el estrés oxidativo*® (Figura 1). Por lo tanto la
PON 1 serfa una enzima clave en la prevencion los mecanismos
antioxidantes y antiinflamatorios, ambos relacionados con la DM
y sus complicaciones® ™.
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Figura 1. Esquema de la cascada inflamatoria desencadenada por la peroxidacion lipidica de las LDL.

La PON 2 actuaria de forma intracelular, modulando el estrés
oxidativo producido por los radicales libres generados por las
mitocondrias, compuestos fundamentales en las vias que contri-
buyen a generar las enfermedades cardiovasculares. Los estudios
publicados hasta la actualidad sugieren que la actividad antiatero-
génicade la PON 2 estaria vinculada a la funcién mitocondrial’®"”.

Finalmente, la PON 3, comparte similitudes con la forma de ac-
tuacion de la PON 2 a nivel mitocondrial, pero a su vez actuaria
inhibiendo la oxidacién de las LDL, protegiendo del desarrollo de
la DMy de la aterosclerosis'®'”, actuando sobre el desarrollo de la
obesidad, hecho que se han demostrado en ratones.

La relacion entre la PON y la DM ha despertado interés Gltima-
mente. En la DM se produce una sobreexpresion de las especies

Annals d'Oftalmologia 2017;25(3):72-81

reactivas oxidativas (ROS), consecuencia de la hiperglicemia cro-
nica, la hiperinsulinemia y la dislipemia. Asimismo, los niveles de
PON 1 se observan disminuidos, por la glicosilacion de la enzima,
estos bajos niveles se observan sobre todo en caso de existir
complicaciones como son la neuropatia, nefropatia o RPDBT®.
A su vez la existencia de algunos polimorfismos genéticos de la
PON 1y PON 2, se han asociado a la presencia de nefropatia y
RPDBT. En el caso de la RPDBT se han descrito que el alelo L del
polimorfismo Met/Leu55 de PONT estd asociado a una mayor
presencia de complicaciones retinianas'>'e.

El mecanismo que relacionaria las paraxonasas y la DM serfa a
través de su accidn sobre el estrés oxidativo. La sobre-expresion
de PONT1 disminuye en ratones el estrés oxidativo en macréfagos,
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disminuyendo el riesgo de desarrollar DM. Los niveles bajos de
PON 1 se han relacionado con aumento de la proteina C reactiva
(PCR), que es independiente las adipocinas, y también con la
obesidad o los lipidos'?. A su vez un descenso de los niveles de
PONT aumentaria el nivel de inflamaciones de bajo grado, como
las que se cree que acompanan a la RPDBT traccional y el EMDBT.

En la actualidad se desconoce bastante sobre la relacion entre
PON 1y la RPDBT, todos los estudios realizados hasta ahora®'?'¢ se
basan en datos analiticos a nivel de suero/plasma, no existiendo
estudios de determinacion a nivel de vitreo o retina de los valores
de esta enzima.

Sin embargo, si que se ha demostrado que a nivel del cristalino
existen cantidades de mesurables de PON 1, asi como a nivel
del humor acuoso, datos publicados en un estudio realizado en
enfermos intervenidos de catarata y con enfermedad pulmonar
obstructiva cronica®.

En los estudios publicados hasta ahora se ha demostrado que la
actividad PONT1 estd disminuida en diabéticos, ya que asocia un
aumento de la peroxidacion de lipidos que hay en la DMy, por
tanto, contribuye a un factor determinante para la predisposicién
de las complicaciones de la misma.

Los estudios muestran niveles significativamente elevados de
PCR en pacientes diabéticos con RPDBT en comparacion con los
pacientes diabéticos sin RPDBT, lo cual proporciona una corre-
lacion entre la inflamacion y el desarrollo de las complicaciones
microvasculares de la DM,

Material y métodos

Se seleccionaron aleatoriamente 63 0jos de pacientes derivados
para cirugfa vitreoretiniana, 32 (50,8%) eran diabéticos, de los
cuales 5 era tipo 1y 28 eran tipo 2,y 31 (49,2%) no diabéticos.
La subpoblacion diabética estaba formada por 3 (4,8%) ojos con
RPDBT leve, 14 (22,2%) ojos con RPDBT moderada y 16 (25,4%)
0jos con RPDNT proliferativa, y 20 (31,74%) de los ojos eran de
pacientes que estaban tratados con insulina. Dentro de la po-
blacion seleccionada los motivos para la intervencion quirdrgica
fueronen 11 (17,5%) casos extraccién de membrana epirretinana
(MER), en 4 (6,3%) casos luxacion del cristalino, en 8 casos (12,7%)
vitrectomia por edema macular traccional, en 14 (22,3%) casos
desprendimiento de retina, en 2 (3,2%) casos luxacion de lente in-
traocular (LIO), en 18 (28,6%) casos hemovitreoy en 4 (6,3%) casos

agujero macular. Sélo 2 ojos (3,17%) habian recibido inyecciones
intravitreas previas, y 15 (23,8%) ojos habian recibido tratamiento
con laser argén previo.

Las variables de cantidad estudiadas fueron actividad paraxonasa
en sérum (U/L), actividad lactonasa en sérum (U/L), concentracion
de PON 1y 3 en sérum (mg/L), concentracién de PON 1y 3 en
humor vitreoy sus actividades especificas (mg/dL) edad, indice de
masa corporal (IMC), creatinina en sérum (mg/dL), urea en sérum
(mg/dL), filtrado glomerular en sérum, glucosa en sérum (mg/dL),
hemoglobina glicosilada en sérum (HbA1c), peso (Kg) y talla(cm).

Los objetivos principales eran demostrar la presenciade PON 1 a las
muestras de humor vitreo, determinar los valores de PON en suero/
plasmay humor vitreo en diabéticos y en pacientes diabéticos con
EMDBT, determinar la relacion entre la PON y el grado de RPDBT
observada. Como objetivos secundarias relacionar niveles de PON
en suero/plasma con los del humor vitreo, relacionar el control
metabdlico de la DM (a través de los valores de hemoglobina
glicosilada [HbA1c]) con los niveles de PON en suero/plasma y
humor vitreo y relacionar variables propias de la enfermedad dia-
bética (tipo de DM, tratamiento, edad, hipertension arterial [HTA],
indice de masa corporal [IMC]) con PON en suero/plasmay humor
vitreo. Los criterios de exclusion que se establecieron eran que los
pacientes no hubieran tenido ninguna cirugia ocular en los 6 meses
anteriores, la presencia de uveitis anterior o posterior activa o no en
la actualidad, tratados con antiinflamatorios no esteroidales (AINE)
y/o corticoides via oral y/o via topica en los 6 meses anteriores y los
tratados con anti factor de crecimiento endotelial (@nti-VEGF) y/o
corticoides por via intravitrea en los 6 meses anteriores.

Se realizé una exploracion oftalmolégica completa con retinogra-
fiay tomografia de coherencia 6ptica (OCT) macularincluidas. La
recogiday andlisis de datos, con previa firma del consentimiento
informado y la aprobacién por parte del Comité Etico de Investi-
gacion Clinica del Hospital Universitari San Juan de Reus (CEIC),
fue mediante extraccién de muestras de suero y plasma-EDTA,
que fueron centrifugadas y guardadas a -80°C hasta el momento
de las determinaciones y muestras de humor vitreo intraocular
extraidas via vitreactomia pars plana enviadas directamente para
realizar la inmunohistoguimica.

Las variables de cantidad estudiadas fueron: actividad paraxonasa
en suero (U/L), actividad lactonasa en suero (U/L), concentracion
de PON 1y 3 en suero (mg/L), concentracién de PON 1y 3 en
humor vitreoy sus actividades especificas (mg/dl) edad, indice de
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masa corporal (IMC), creatinina en suero (mg/dl), urea en suero
(mg/dl), filtrado glomerular en suero, glucosa en suero (mg/dl),
HbA1c, peso (kg) y talla (cm).

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa estadis-
tico SPSS. El grado de significacién minima se establecié en P 0,05
a cada test. Se utilizaron métodos estandar (Kolmogorov-Smirnov
y Shapiro-Wilks) para comprobar si las variables sequian una distri-
bucion normal. Las diferencias entre dos grupos se analizaron con
el test t-Student (paramétrico) o con el test U-Mann-Whitney (no
paramétrico). Las diferencias que hay entre grupos se analizaron con
el ANOVA. Para evaluar el grado de asociacién entre dos variables se
utilizaron los coeficientes de correlacién de Pearson (paramétrico) y
Spearman (no paramétrico) o el test de Kruskall Wallis (categérico).

Resultados

No se encontraron diferencias dependientes del sexo, ni por edad,
ni por presencia de HTA, ni por IMC.

Elandlisis estadistico entre ojos diabéticos y no diabéticos, exclu-
yendo los casos de hemovitreo, no mostré resultados significativa-
mente estadisticos, pero sf se obtuvo curiosamente un aumento

de las medias de los valores de PON1, PON3 vy las actividades
paraxonasay lactonasa en el humor vitreo, y viceversa en suero/
plasma (Tabla 1).

Donde se obtuvieron los resultados con mas relevancia y con
significacion estadistica fue al comparar los ojos con EMDBT y
los ojos sin EMDBT, entendiendo que los ojos de pacientes que
no presentaban EMDBT engloban a pacientes diabéticos y a
pacientes no diabéticos. PON 1y 3, la actividad paraxonasay lac-
tonasa especificas en humor vitreo se hallaron aumentados, y los
mismos valores disminuidos en sangre/suero (Tabla 2). El andlisis
estadistico al comparar los pacientes con EMDBT y sin EMDBT
excluyendo los no diabéticos no daba resultados significativos.

Segun el grado de RPDBT se observd que la mayoria de datos
significativos eran al comparar los casos de ojos sin RPDBT con
los que tenian RPDBT proliferativa. Curiosamente los valores de
las medias de PON 1 en humor vitreo aumentaron paralelamente
al aumento del grado de RPDBT, menos en el estadio de RPDBT
proliferativa, donde se producia un descenso (Tabla 3). Los ojos
de los pacientes tratados con insulina comparados con los ojos
de los paciente que no se trataban con insulina mostraba una
diminucién de los valores PON 1y de la actividad paraxonasa en

Diabético (N=32) No diabético (N=31)
Actividad paraxonasa sérum (U/L) 138,40 (99,94-210,08) 135(108,20-212.51) 0,48
Actividad lactonasa sérum (U/L) 6(2,99-9,6) 6,15 (3,4-9,7) 0,89
Concentracion PON 1 sérum (mg/L) 182,37 (4,90-550,02) 218,30 (37,28-631,72) 0,50
Concentracion PON3 sérum (mg/L) 8,1(6,03-20,63) 9,80 (5,54-17,16) 0,36
Concentracion PON1 HV 0,24 (0,001-1,12) 0,03 (0,0004-0,33) 0,67
Concentracion PON3 HV 1,21 (0,09-58,3) 1,29 (0,17-12,80) 0,60
Edad paciente (afos) 71,50 (42,30-81,00) 71 (48,20-83,80) 0,56
Creatinina sérum (mg/dL) 0,93 (0,33-2,90) 0,78 (0,55-1,44) 0,08
Urea sérum (mg/dL) 39,0 (22,8-135,16) 36,0 (18,7-55,7) 0,66
Filtrado glomerular sérum 44,00 (30,4-77,39) 64,5 (59-70) 0,18
Glucosa sérum (mg/dL) 144,00 (79,0-282,0) 91(77,2-114,7) 0,00
HbA1c (%) 7.7 5,9(5,9-5,9) 0,09
Peso (kg) 85,5 (62,45-105,0) 72,5 (51-96) 0,01
Talla (cm) 165 (150,3-182,2) 161,5 (143-175) 0,258
IMC (Kg/m?) 30,9 (25,5-39,48) 26,67 (21,45-40,35) 0,05
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) 0,80 (0,26-8,09) 0,62(0,17-4,61) 0,27
Actividad especifica lactonasa (U/mg) 0,03 (0,008-0,47) 0,27 (0,009-0,15) 0,39

Tabla 1. Tabla descriptiva entre pacientes diabéticos y no diabéticos, excluyendo los casos con hemovitreo. Observamos marcados los valores de P con significacion
estadistica de las variables cuantitativas.
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Variables cuantitativas EMDT (N = 8) No EMDT (N = 55)

Actividad paraxonasa sérum (U/L) 131,70 (119,90-163,60) 136,70 (108,20-214,68) 0,87
Actividad lactonasa sérum (U/L) 6,00 (3,90-7,00) 6,15 (3,41-9.90) 0,58
Concentracién PON 1 sérum (mg/L) 114,68 (63,14-588,03) 218,30(10,55-423,82) 0,64
Concentracién PON3 sérum (mg/L) 8,00 (6,10-21,80) 9,2 (5,7-15,98) 0,75
Concentracion PONT HV 0,15(0,02-1,33) 0,02 (0,001-0,28) 0,02
Concentracion PON3 HV 3,47 (0,78-19,67) 1,18(0,18-12.29) 0,01
Edad paciente (afios) 69,50 (49,00-79,00) 72 (43,80-81,4) 0,40
Creatinina sérum (ml/min o mg/dL) 0,89 (0,40-1,25) 0,81(0,55-2,44) 0,95
Urea sérum (mg/dL) 39,50 (31,00-55,00) 37,00 (22,15-74,8) 0,77
Filtrado glomerular (mg/dL) - 45,00 (30,4-77,39) -
Glucosa en sérum (mg/dL) 129,00 (110,00-223,00) 102,00 (79,0-260,40) 0,06
HbA1c (%) 7,75 (7,2-9,40) 7,30 (5,9-13,50) 0,53
IMC 29,75 (26,77-35,88) 30,11 (5,9-13,50) 0,85
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) 1,18(0,26-2,01) 0,65 (0,26-5,34) 0,53
Actividad especifica lactonasa (U/mg) 0,05(0,01-0,11) 0,02 (0,008-0,21) 0,40

Tabla 2. Tabla descriptiva entre pacientes con EMDT y sin EDMT. Observamos marcados los valores de P con significacién estadistica de las variables cuantitativas.

10,00 4 10,00
r=0,665 r=0,73
p =0,026 p=0,010
9,00 + 9,00
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§ (%)
ps <
<
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< 8,00 - 2 800
T
7,00 1 7,00 /
6,00 - 6,00
000 050 100 150 200 25 300 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) Actividad especifica lactonasa (U/mg)
Figura 2. Gréfica de correlacion positiva entre HbATc y la actividad especifica Figura 3. Gréfica de correlacion positiva entre HbAlc y la actividad especifica
paraxonasa en los pacientes diabéticos lactonasa en los pacientes diabéticos.

sérum/plasmay aumento de la actividad paraxonasa y lactonasa diabética, donde se encontré una r = 0,665 entre los valores de
en humor vitreo (Tabla 4). Las gréficas de correlacion también mos- HbA1cy laactividad especifica paraxonasa, y unar=0,73 entre los
traron resultados estadisticamente significativos en la poblacion valores la HbAlcy la actividad especifica lactonasa (Figuras 2 y 3).
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Variables No RPDBT RPDBT RPDBT RPDBT
itativas (N=30) leve (N=3) mod. (N=14) prolif. (N =16)
Actividad paraxonasa 135 177,00 138,40 131,70 0,05 053 080 012 0,03 043
sérum (U/L) (108,20-212,51)  (155,20-215,60) (116,60-197,20) (96,40-183,70)
Actividad lactonasa 6,1 5,7 6,20 5,80 0,70 0,79 0,95 0,76 0,76 0,94
sérum (U/L) (3,43-9,70) (5,60-7,80) (3,90-7,00) (2,60-10,40)
Concentraciéon PON 1 2183 281,21 176,26 153,30 019 083 013 057 0,02 0,19
sérum (mg/L) (37,2-631,72) (241,68-356,18) (63,14-588,03) (2,73-342,36)
Concentracién PON 3 9.8 7,30 8,10 8,40 084 094 0,15 055 088 051
sérum (mg/L) (5,54-17,16) (7,20-16,00) (7,10-21,80) (6,00-10,30)
Concentracién PON 1 HV 0,03 0,02 0,04 0,01 071 043 0,03 048 055 <0,01
(0,0004-0,33) (0,01-0,05) (0,01-1,33) (0,001-0,29)
Concentraciéon PON 3 HV 1,42 0,98 1,30 1,18 094 065 0,03 002 085 064
(0,17-13,05) (0,56-3,62) (0,00-19,67) (0,23-84,09)
Edad paciente 71,5 74,00 71,00 70,50 057 051 031 043 025 072
(47,85-83,90) (67,00-81,00) (49,00-79,00) (41,00-81,00)
Creatinina sérum 0,78 1,09 0,93 0,91 040 0,13 023 083 087 095
(ml/min o mg/dL) (0,55-1,44) (1,09-1,09) (0,40-1,76) (0,29-3,10)
Urea sérum (mg/dL) 36,00 36,00 46,00 35,00 090 019 075 080 09 041
(18,70-55,70) (36,00-36,00) (26,00-71,00) (22,00-150,20)
Filtrado Glomerular 64,5 - 44,00 38,30 - 0,20 0,80 - - 0,70
(mg/dL) (59,00-70) (44,00-46,00) (30,40-77,39)
Glucosa en sérum 90,5 101,00 126,00 166,50 048 0,001 0,000 046 023 0,02
(mg/dL) (77,00-114,00)  (101,00-101,00) (79,00-176,00) (92,00-282,00)
HbA1c (%) 59 6,80 7,50 9,00 031 022 <001 044 0,02 031
(5,90-5,90) (6,80-6,80) (6,12-8,30) (6,30-13,50)
IMC 26,67 29,04 32,52 31,16 064 006 0,03 053 044 097
(21,45-40,35) (27,60-30,48) (25,05-36,51) (24,52-39,64)
Actividad especifica 0,62 0,60 0,84 1,06 0,71 0,05 0,05 057 029 025
paraxonasa (U/mg) (0,17-4,61) (0,55-0,73) (0,26-2,01) (0,28-45,79)
Actividad especifica 0,02 0,02 0,03 0,04 035 063 0,04 069 012 017
lactonasa (U/mg) (0,009-0,15) (0,01-0,02) (0,01-0,10) (0,007-2,12)

P1:No RPDBT- RPDBT leve, P2: No RPDBT- RPDBT moderada, P3: No RPDBT- RPDBT proliferativa, P4: RPDBT leve - RPDBT moderada, P5: RPDBT leve- RPDBT
proliferativa, P6: RPDBT moderada - RPDBT proliferativa.

Taula 3. Tabla descriptiva entre los distintos grados de RPDBT.

Discusion otra limitacion fue que, se aceptd previamente con el CEIC del

- o ) o , Hospital el no intervenir quirdrgicamente para la obtencién de
Existieron varias limitaciones en el estudio, la principal fue el niime-

ro de ojos incluidos en el estudio, sobretodo al intentar comparar
la subpoblacién diabética y la no diabética, y aun més agravado
al intentar excluir los casos de hemovitreo en algunas compa-
raciones estadisticas, que ya no fueron posibles por el numero  Hay que teneren cuenta que los valores de PON y de otros compo-
insuficiente de casos, y el programa estadistico no lo permitia. La nentes de la cascada inflamatoria pueden estar influenciados por

muestra de humor vitreo a los ojos que no hubiera una indica-
cion quirdrgica para hacerlo, de este modo no podemos obtener
muestras suficientes de diabéticos que no precisan cirugfa.
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SiTT con insulina (N=20) ina (N=43)
Actividad paraxonasa sérum (U/L) 128,5(96,4-183,7) 156,9 (123,3-215,6) 0,03
Actividad lactonasa sérum (U/L) 6,0 (2,6-10,4) 6,0 (3,9-7,8) 1,0
Concentracion PON 1 sérum (mg/L) 160,29 (2,7-375,34) 261,4 (63,14-588.03) 0,01
Concentracion PON3 Sérum (mg/L) 8,2(6,0-12,9) 8,0(7,1-21,80) 0,84
Concentracion PON1 HV 0,02 (0,001-1,33) 0,04 (0,01-0,21) 0,27
Concentracion PON3 HV 1,31 (0,23-84,09) 0,87 (0,00-7,07) 0,17
Edad paciente 70,5 (41,1-80,9) 71,0 (49,0-81,0) 0,25
Creatinina sérum (ml/min o mg/dL) 0,95 (0,30-3,07) 0,86 (0,4-1,47) 0,57
Urea sérum (mg/dL) 37,0 (22,0-150,2) 46,0 (31,0-64,0) 0,58
Filtrado Glomerular (mg/dL) 44,0 (30,4-77,39) 46,0 (46,0-46,0) 0,66
Glucosa en sérum (mg/dL) 151,0(79,0-282,0) 127,0(101,0-176,0) 0,31
HbA1c (%) 7,7 (6,3-13,5) 7,45 (6,1-8,3) 0,28
IMC 31,93 (24,52-39,64) 30,11 (25,05-36,26) 0,48
Actividad especifica paraxonasa (U/mg) 0,99 (0,28-45,79) 0,66 (0,266-2,01) 0,02
Actividad especifica lactonasa (U/mg) 0,04 (0,007-2,12) 0,02 (0,01-0,1) 0,01

Taula 4. Tabla descriptiva entre pacientes con tratamiento con insulina y sin tratamiento con insulina.

variables interpersonales de cada paciente, como por ejemplo en
los casos de enfermedad hepatica, donde pueden existir valores in-
feriores de PON ya qué ésta se sintetiza principalmente en el higado.

Teniendo en cuenta que no hay referencias de otros estudios
similares y las limitaciones del estudio, nos cuesta extraer con-
clusiones firmes sobre los resultados obtenidos.

Conclusion

Parte del grupo de investigacion donde se realizo el estudio ya
habia publicado resultados sobre la PON en otras enfermedades,
en concreto en las hepatopatias cronicas, donde se observé que la
disminucién significativa de la actividad de PON 1 en enfermeda-
des hepaticas cronicas estd relacionada con el grado de disfuncion
hepdtica y no con diferencias alélicas o genotipicas'®. EI mismo
grupo de investigacion estudio las relaciones entre la PON1 y las
alteraciones endoteliales corneales en los pacientes con enfer-
medad pulmonar crénica (EPOC), éstos ultimos mostraron una
diminucién significativa de la actividad de PON1 en suero y una
disminucién significativa en la densidad de células endoteliales
corneales’. Asimismo Fang et al.'® mediante estudios genéticos,

analizaron los polimorfismos que afectan la actividad de la PON
1y observaron que aquellos fenotipos que mostraban una acti-
vidad alta presentaban un menor riesgo de desarrollar cancer' .

Nuestro estudié mostré una disminucion de PONT a nivel de
suero/plasma en diabéticos, aunque no obtuvo resultados con
significacion estadistica, pero si hay otros estudios del grupo Ka-
rabina et al.’® que habian obtenido resultados que sugerian que la
proteccion de la actividad esterolitica de PON1 por antioxidantes
era importante para preservar su accion sobre los peréxidos de
fosfolipidos, dicho de otra manera, que un incremento del estrés
oxidativo en diabéticos conllevaba a una pérdida en la actividad
PON 1, ademas la disminucién en la actividad de PON1 estaba
inversamente relacionada con los niveles de LDL oxidadas en el
sérum/plasma de estos pacientes.

Los hallazgos mas significativos fueron, por un lado, una correla-
cion positiva con significacion estadistica entre los grados de acti-
vidad paraxonasay lactonasa en humor vitreoy el valor de HbA ¢
de los ojos diabéticos. Creemos que fue un hallazgo importante
teniendo en cuenta que la HbA1c es uno de los marcadores del
estado diabético del enfermo a medio/largo plazo, se visualizd
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claramente siguiendo las lineas de tendencia de las gréficas de
correlaciéon. Y por otro lado el aumento de produccién de PON
1y 3,y sus actividades a nivel de humor vitreo en los casos que
asociaban un cierto grado de inflamacién, como en los casos de
EMDBT, y viceversa en suero/plasma, ya que la etiologia del EMDBT
reside en el inicio de un estadio inflamatorio que va a desencade-
nar una serie de complicaciones. El grupo que no mostraba EMDBT
también englobaba pacientes diabéticos, resultado que nos hace
pensar en que este aumento estadisticamente significativo de
PON 1y 3 en humor vitreo se halla mas gravemente afectado en
los casos que asocian complicaciones inflamatorias, lo que nos
justificaria que no saliesen resultados con significacion estadistica
al comparar los que presentaban EMDBT y los que no en la subpo-
blacién diabética. No se conoce exactamente el mecanismo que
la producia, pero este resultado refuerza la hipdtesis sobre una
produccion intraocular como respuesta a un estado inflamatorio
de bajo grado enlos estadios iniciales de la RPDBT. La publicacion
de Sarabina et al."" trata de conocer la distribucion tisular de qui-
miocinas, PON y mediadores de la inflamacion en las situaciones
que engloban acciones antioxidantes y antiinflamatorias, utili-
zando inmunohistoquimica y PCR cuantitativa en tiempo real se
investigd PON 1y mensajero en 23 tejidos de ratones, obteniendo
una presenciade PON 1,2y 3,y quimiocinas en la mayorfa de los
tejidos investigados y, sorprendentemente el acido ribonucleico
mensajero (ARNm) de estas proteinas también se expresé en la
mayor parte de estos tejidos sugiriendo una produccion local y
la capacidad de responder in situ a los estimulos inflamatorios.
Ademas, la amplia distribucién y expresion del ARNm para PON
y citoquinas sugerfan un papel sistémico, probablemente coor-
dinado, en la respuesta inflamatoria global.

Encontramos tendencia a un aumento paralelo entre del grado
de RPDBT Yy los valores de PON 1y 3 en humor vitreo, hasta llegar
al estadio de RPDBT proliferativa donde estos valores sufrieron
una disminucién. Creemos que este hallazgo puede tener re-
lacion con una incapacidad de la PON para poder modular su
produccion y poder hacer frente a los estadios de inflamacién
mas avanzados. Esta hipotesis se veria apoyada por el hecho que
se demuestro una presencia intraocular de PON en humor vitreo,
un vinculo entre la concentracion de PON 1y 3, la inflamacién y
el desarrollo de complicaciones microvascular es en DM, sugerido
todo ello por los resultados obtenidos. Sobre las diferencias de
evaluacion de la PON entre diabéticos con RPDBT y sin RPDBT
habla el estudio de Nowak et al.'* cuyos resultados se basan en

m Annals d’'Oftalmologia 2017;25(3):72-81

comparar pacientes diabéticos sin RPDBT y pacientes diabéticos
con RPDRBT, obteniendo valores significativamente elevados de
hight-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) y inferiores de PON 1
en sérum/ plasma en los pacientes diabéticos con RPDBT, que
confirmaria que el estrés oxidativo podria desempenar un papel
en la patogénesis de la RPDBT. Debido a la diferencia significativa
en la relacion PON 1/PCR entre los pacientes diabéticos con y
sin RPDBT, parece que ésta relacion PON 1/PCR puede utilizarse
como un marcador bioquimico para la progresion de la RPDBT,
aunque, evidentemente, se precisaria de mas estudios al respecto.

Otros estudios' hablan sobre la influencia de PON 1 sobre las
alteraciones metabdlicas inducidas por las LDL oxidadas. Los
resultados sugieren que PON 1 puede desempefiar un papel
significativo en la supervivencia de células endoteliales median-
te la proteccion de las mismas de las alteraciones de la cadena
inducida por las LDL oxidadas, ya que existe un papel protector
de HDL y PON 1 contra la oxidacion y la apoptosis en las células
endoteliales. Asi pues las HDL de ratones deficientes de PON 1
tenfan una capacidad deteriorada para proteger las células endo-
teliales de las LDL oxidadas. Nuestro estudio no obtuvo resultados
relevantes en este sentido ya que se encontré un aumento de
actividad paraxonasa en sérum/plasma y valores de PON 1 en
humor vitreo disminuidos en los ojos de pacientes dislipémicos,
comparados con los no dislipémicos.

Y por ultimo, destacar los resultados que se obtuvieron al com-
parar los ojos de pacientes tratados con insulina con los de los
ojos de pacientes no tratados con insulina, pudiendo ser o no
ser diabéticos éstos ultimos. Teniendo en cuenta que el higado
es uno de los principales érganos donde existe produccion de
PON'™, y que al realizar la comparacion, el grupo de tratados con
insulina sélo englobaba a diabéticos, y el grupo de no tratados con
insulina englobaba a algunos diabéticos y no diabéticos, podemos
interpretar estos resultados como una posible consecuencia del
mayor riesgo de enfermedades del higado que tienen los dia-
béticos en comparacion con otro grupo que engloba pacientes
diabéticos no tratados con insulina y pacientes no diabéticos, asi
pues los diabéticos padecerfan una dificultad en la produccion
de PON en suero/plasma debido a su peor estado hepético. En
éste sentido se han realizado estudios' donde se evaluaron los
efectos de la metformina en el higado de ratones deficientes de
PONT que, sin tratar, presentaban un grado leve de esteatosis
hepatica. La administracion de metformina agravé la inflamacion
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en los animales que recibieron un alimento estandar para ratones
en comparacion con aquellos alimentados con una dieta rica en
grasas, asi pues, podemos deducir que la administracién de met-

formina produce efectos indeseables en el higado delos ratones
deficientes de PON 1.
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INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CLINICA

Don Josep M@ Alegret Colomé , Secretario del COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
CLINICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARI SANT JOAN DE REUS.

HACE CONSTAR QUE:

Que en la reunién de fecha 27 de Febrero de 2014, acta 02/2014, se ha evaluado el proyecto de
Investigacién titulado “Relacié de la paraxonasa PON1 amb I'estrés oxidatiu en I'afectacié
microvascular en retinopatia diabética” , a instancias de la Investigadora Dra. Patricia Pujol Gomis
del Hospital Universitari Sant Joan de Reus servicio de Oftalmologia.

De acuerdo con las normas de funcionamiento interno del CEIC y las especificaciones de las diferentes
convocatorias de financiacién para proyectos de investigacion con fondos publicos y privados, se decide
pronunciarse Favorablemente respecto al proyecto anteriormente resefiado.

Dicha aprobacién tiene lugar después de asegurarse que se cumplen los requisitos éticos necesarios de
idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y que la capacidad del investigador y los
medios disponibles son los apropiados. Se recuerda al investigador principal, la necesidad de informar al CEIC
sobre la marcha del proyecto y que al finalizar el mismo serén inspeccionados los consentimientos informados
firmados por los sujetos incluidos en el estudio.

La composicion actual del CEIC del Hospital Universitari Sant Joan de Reus es la siguiente:

Presidente

Dr. Jorge Joven Maried

Director del Centre de Recerca Biomédica de Reus. Representant de la Comissié d'Investigaci6.
Secretario

Dr. Josep M@ Alegret Colomé

Cardidlogo. Servicio de Medicina Interna del H | Universitario Sant Joan de Reus.

Vocals

Dr. Joan Fernéndez Ballart

Catedratic de Medicina Preventiva | Salut Publica. Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut. Universitat Rovira i Virgili,
Dra. Elisabet Vilella Cuadrada

Departament de Formacié | Investigacié de I'Hospital Psiquiatric Universitari Institut Pere Mata. Representant de la Comissid
d'Investigacio.

Dr. Jordi Mallol Mirén

Catedratic de Farmacologia, Facultat de Medicina, Universitat Rovira i Virgili.

Sra. Merce Vilella Papaseit

Representant de la Societat Civil.

Dr. Francesc Xavier Sureda Batlle

Professor Titular de Farmacologia. Universitat Rovira i Virgili.

</ REUS

204



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

RELACIO DE LA PARAOXONASA PON1 AMB L'ESTRES OXIDATIU EN L'AFECTACIO MICROVASCULAR
EN RETINOPATIA DIABETICA
Patricia Pujol Gomis

@y,

S Hospital Universitari
2% Sant Joan
REUS

efoz{ iy

COMITE ETIC DINVESTIGACIO CLINIC

Comité d’Etica d’Investigaci6 Clinica

DE: DR. JOSEP M2 ALEGRET COLOME - SECRETARI DEL CEIC
A: DRA. PATRICIA PUJOL GOMIS - OFTALMOLOGIA
Assumpte: projecte PON-RET Ref. aprovacié CEIC : 14-02-27/2proj2

Benvolgutda Dra. Pujol ,

Et comunico que amb data 27 de febrer de 2014, el CEIC ha avaluat el projecte
d‘investigaci6 titulat “Rel de la par PON1 amb I'estrés oxidatiu en
I'afectacié microvascular en retinopatia diabética” , del qual ets investigadora
principal.

El CEIC ha considerat el projecte favorable.

Cordialment,

Dr. Josep M2 Alegret Colomé
Secretari Comité d’Etica d’Investigacié Clinica
Hospital Universitari Sant Joan de Reus

~

Reus, 27 de febrer de 2014
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Hospital Universitari
Sant Joan
REUS

Comité d’Etica d’Investigacié Clinica

Sra. Maria José Rojas Cecilia
Diplomada Universitaria d'Infermeria. Servel de Medicina Interna de 'Hospital Universitari Sant Joan.

Sr. Pere Lopez Bruno.

Director de Comunicacié | Relacions Externes Grup Sagessa.

Sra. Ma Mar Granell Barceld

Advocada i Assessora Juridica del Comite.

Sra. Ma Francisca Jiménez Herrera

Professora d’Etica i Legislacié en la “Universitat Rovira i Virgili” Departament d'Infermeria. Master en Biogtica i Dret.
Dra. Montserrat Boj Borbones

Servel de Farmacia de I'Hospital Universitart Sant Joan.
Dra. Isabel Rosich Marti

Farmacéutica Atencié Primaria

Dr. Joaquin Escribano Stbias

rvei de Pediatria. Representant de fa Comi
Nuria Plana Gil

djunt del e Medicina Interna de |t
Dra. Anna Lafuerza Torres
M Adjunt R Rep

Sr. Josep M2 Trabalén Dominguez
Representant de la Societat Civil.

Firma

Dr. Josep M2 Alegret Colomé
Secretario CEICJ,"/

Reus, 27 de Febrero de 2014
Ref. CEIC : 14-02-27/2proj2

C/. Josep Lap
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