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Alteraciones de la autofluorescencia en pacientes diabéticos.

INTRODUCCION

Antecedentes bibliograficos

La retinopatia diabética (RD) es una complicacion microvascular, cronica,
progresiva y especifica de la Diabetes Mellitus (DM) y afecta a 1 de cada 3 personas

con DM [1].

En muchos paises, la RD es la causa mas frecuente de ceguera evitable en adultos
en edad laboral. Se reporté que 1 de cada 3 pacientes (34,6%) tenia algun tipo de
RD en los EE.UU, Australia, Europa y Asia. También se observé que 1 de cada 10
(10,2%) sufria de RD que amenaza la vision, es decir, retinopatia diabética
proliferativa (RDP) o edema macular diabético (EMD). En el afo 2010, mas de 92
millones de diabéticos tenian algun tipo de RD, 17 millones tenian RDP, 20 millones

tenian EMD y 28 millones cursaban con RD que amenaza la vision [1].

La RD se desarrolla con el tiempo y esta asociada con un control deficiente de
glucosa en la sangre, presion arterial y lipidos sanguineos. Cuanto mas tiempo una
persona ha sufrido de DM, y cuanto mas deficiente es su control, mayor es el riesgo
de desarrollar RD [1, 2]. El dafio de la retina inducido por la DM inicia al alterar las
barreras hematorretinianas, tanto interna (integrada por las uniones estrechas del
endotelio vascular y los pericitos), como la externa (constituida por las uniones

estrechas del epitelio pigmentario de la retina) [19].



Epitelio pigmentario de la retina y lipofuscina.

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es una monocapa de células hexagonales
localizada entre la retina neurosensorial y la coroides; una de sus funciones es la
fagocitosis de los segmentos externos de lo fotorreceptores. Cada célula del EPR
da soporte a aproximadamente 45 fotorreceptores y fagocita aproximadamente 3

billones de segmentos externos de fotorreceptores a lo largo de toda la vida [3-5].

La lipofuscina (LF) es un pigmento lipoproteico que emite autofluorescencia cuando
es estimulada por una longitud de onda igual a 470nm [5]. La LF ocupa
aproximadamente un tercio del citoplasma de las células del EPR a partir de los 70
afos. Es producida a través de tres procesos primarios: disfuncion lisosomal,

autofagia y estrés celular [6].

Tanto la distribucion de la LF como la autofluorescencia, incrementan del ecuador
al polo posterior de la retina y disminuyen en la region foveal y periferia retiniana.
Esto se debe a una alta concentracion de pigmento xantdfilo (luteina y zeaxantina)
y a la concentracién de melanina en estas regiones y cuya funcion es proteger a los

fotorreceptores y al EPR de la foto-oxidacion [7].

La autofluorescencia de fondo (AFF) es una técnica de imagen no invasiva que usa
la excitacion de fluordforos inherentes a la retina. Es usada para la evaluacién de
un espectro de enfermedades diversas que involucran a la retina neurosensorial y

al EPR [8].



El principio de la AFF se basa en la deteccidén de fluoréforos, con el objetivo de
coleccionar emisiones dentro de un espectro predeterminado por un mapa de
luminosidad que refleja la distribucion de lipofuscina, el fluoréforo dominante

localizado en EPR [9].

Las imagenes de AFF demuestran una distribucion espacial correspondiente a la
intensidad de la sefial emitida, donde pixeles negros corresponden a emisiones de
baja intensidad y pixeles luminosos corresponden a emisiones de alta intensidad
[10]. Existen tres métodos para evaluar AFF: usando una camara de fondo,
espectrofotometria de fondo u oftalmoscopio de laser confocal. La camara de fondo
usa un flash simple para tomar una imagen de toda la retina de manera instantanea;
toma imagenes de 30-50° de campo que incluyen al nervio 6ptico y macula en la
camara de fondo convencional mientras que en la actualidad hay sistemas de
imagen de campo ultra amplio consideradas de tal forma cuando cubren mas de

100° de campo retiniano [11].

En el patron normal de autofluorescencia (AF), el disco optico y los vasos retinianos
tienen una apariencia oscura por ausencia de lipofuscina. La sefal de AF también
es reducida en el area macular, particularmente en la fovea, debido a la absorcion

del pigmento xantdfilo [10].

Cuando se evalua una imagen de AFF, cualquier desviacion del patron normal debe
ser investigada para identificar la posible causa. Las lesiones pueden ser
categorizadas como hiperautofluorescentes, hipoautofluorescentes o]

isofluorescentes [9-10].



En enfermedades como la degeneracion macular relacionada con la edad, la capa
de epitelio pigmentario de la retina pierde células por un proceso de apoptosis, lo
cual limita la fagocitosis de la lipofuscina y causa que esta sustancia se deposite en
forma localizada para forma una lesidén conocida como drusa. La existencia de
drusas junto a una zona de atrofia del EPR explica las alteraciones de
autofluorescencia que aparecen en esta enfermedad. En la retinopatia diabética

(RD) el mecanismo de acumulacién de la lipofuscina en la retina es diferente [12].

Xu et al [13] han mostrado que la acumulacion de lipofuscina en ratones con
diabetes aumenta en mayor proporcion en la microglia que en el EPR, lo que nos
lleva a inferir que en la RD la microglia esta activada. A su vez esto conduce a la
formacion y activacion de productos de oxidacion y formacion de granulos de

lipofuscina, la cual puede ser detectada por la AFF [13-14].

Calvo-Maroto et al [15] observaron en pacientes diabéticos con retinopatia
alteraciones en la AFF, los microaneurismas y las hemorragias se apreciaron como
granulos y areas hipoautofluorescentes mientras que Ozmen et al [19] demostrd
que la autofluorescencia macular se encuentra incrementada en pacientes

diabéticos sin retinopatia en comparacion con personas sanas.

Las limitaciones de la AFF incluyen fuerza de sefal baja (es dos veces menor
comparada con la angiografia de fluoresceina) y los artefactos de autofluorescencia
de las estructuras del segmento anterior. Ademas, la excitacion de la luz azul puede
causar incomodidad en el paciente, aunque no hay estudios formales que

demuestren los efectos adversos de la AFF [12].



La AFF provee informacion del estado metabdlico y la salud del EPR e
indirectamente de la capa de fotorreceptores [17-18] por lo que actualmente es una
herramienta importante para la evaluacién de distintas enfermedades, incluyendo la
retinopatia diabética. En nuestra poblacién no se han identificado las caracteristicas
de autofluorescencia en sujetos con diabetes en etapas tempranas de retinopatia.
Esto es relevante ya que nos brindaria una oportunidad de evaluar de manera no
invasiva el EPR y su estado metabdlico, asi como el dafio a microvascular desde

etapas tempranas de la RD.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La retinopatia diabética puede alterar la AF en etapas tempranas por dafo en
diferentes capas de la retina, pero las caracteristicas de estas alteraciones y su

frecuencia no estan descritas en nuestra poblacion.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe una diferencia en las caracteristicas de autofluorescencia de pacientes

diabéticos con y sin retinopatia diabética comparado con personas sanas?

OBJETIVO

Comparar las caracteristicas de la autofluorescencia de pacientes diabéticos con y

sin retinopatia con las de personas sanas.



HIPOTESIS

Las caracteristicas de la autofluorescencia difieren entre en pacientes diabéticos
con retinopatia diabética comparadas con las de los pacientes diabéticos sin

retinopatia y personas sanas.



MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

De acuerdo a la finalidad: comparativo.
De acuerdo a la intervencion del investigador: observacional.
De acuerdo a la secuencia temporal: transversal.

De acuerdo al tiempo de inicio del estudio en relacion a la cronologia de los hechos:

retrospectivo.

De acuerdo al cegamiento: abierto

Tamafno de la muestra

Se determiné por conveniencia, se incluyeron todos los pacientes que cumplieron
los criterios de seleccion en el periodo establecido del protocolo. 126 individuos. 63

pacientes diabéticos. 63 personas sanas.

Se evaluaron las caracteristicas de autofluorescencia en fotografias de campo ultra
amplio de sujetos sin diabetes (grupo 1), sujetos con diabetes sin retinopatia (2),
con retinopatia no proliferativa leve (3) o retinopatia diabética no proliferativa

moderada (4).



Criterios de entrada

i Inclusion
1. Pacientes de cualquier sexo con edad entre 40 y 70 afnos
2. Pacientes con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 con

retinopatia diabética leve o moderada o sin retinopatia diabética
3. Personas sanas

4. Pacientes que contaron con una fotografia de campo ultra

amplio con autofluorescencia de adecuada calidad.

i. No inclusion
1. Tratamientos previos de enfermedades retinianas.
2. Opacidad de medios (opacidad de coérnea, cristalino o vitreo

que no permitieran identificar una imagen clara de autofluorescencia.)
3. Cualquier otra enfermedad retiniana vascular o maculopatia.
Criterios de salida

Eliminacién

1. Mala calidad de la imagen de autofluorescencia



Variables de estudio

Variable 1. Diabetes mellitus tipo 2

Definicion _conceptual. Glucemia en ayuno mayor a 126 mg/dl, glucemia

posprandial mayor 200 mg/dl, glucemia aleatoria mayor a 200 mg/ dl o hemoglobina

glicada > 6.5.

Definicidon operativa. Pacientes con diagndstico previo de diabetes mellitus tipo 2.

Tipo de variable. Cualitativa

Escala de medicién. Nominal

Unidad de medicidon. Presente o ausente.

Variable 2 . Retinopatia diabética

Definicién _conceptual: Lesiones en la retina que comprenden microaneurismas,

hemorragias en punto y mancha o en flama o astilla, exudados, arrosariamiento
venoso y manchas algodonosas cuya gravedad se calificé de acuerdo a la

Academia Americana de Oftalmologia.

Definicidon _operativa: Lesiones en la retina que comprenden microaneurismas,

hemorragias en punto y mancha o en flama o astilla, exudados, arrosariamiento
venoso y manchas algodonosas cuya gravedad se calificé de acuerdo a la

Academia Americana de Oftalmologia.
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Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicién: Ordinal

Unidad de medicién: ausente (cuando no existié ninguna lesién en la fotografia de

fondo de ojo) leve (cuando en la fotografia de fondo de ojo se encontraron solo
microaneurismas y hemorragias retinianas hasta 20 por cuadrante) y moderada
(cuando hubo microaneurismas y hemorragias retinianas mas de 20 en 1 a 3

cuadrantes o en un cuadrante se encontraron tortuosidad vascular).

Variable 3. Alteraciones de autofluorescencia de fondo en la fotografia de campo

ultra amplio

Definicidn conceptual: Presencia de hiperautofluorescencia o]

hipoautofluorescencia en la fotografia de fondo de campo ultra amplio.

Definicion operativa: Regiones mas claras que las zonas circundantes o0 mas

oscurasque las zonas circundantes encontradas en la fotografia de
autofluorescencia de fondo de campo ultra amplio, obtenidas con el sistema de

imagen de campo ultra amplio Optos California.

Tipo de variable: cualitativa

Escala de mediciéon: Nominal

Unidad de medicidon: presente o ausente
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Esquemas terapéuticos

Ninguno.

Estudios de laboratorio

Ninguno.

Estudios especiales

Fotografia de fondo de ojo campo ultra amplio y autofluorescencia de fondo de ojo.

Hoja de captacién de datos

Ver anexo.

Descripcién operativa del estudio

De la base de datos del estudio “Deteccion de enfermedades periféricas retinianas
por medio de camara no midriatica de campo ultra amplio” con numero de registro
HJM 0306/17-1 de cada paciente que cumplié los criterios de seleccion, se registré

el sexo, edad, y el tiempo de evolucion de la diabetes mellitus.

De acuerdo a sus caracteristicas se asignaron uno de los 4 grupos: grupo 1 (sin
diabetes mellitus tipo 2), grupo 2 (diabéticos sin retinopatia), grupo 3 (diabéticos con
retinopatia leve), grupo 4 (diabéticos con retinopatia moderada). En cada imagen
de autofluorescencia de fondo se identificaron si existian alteraciones de la misma

y se determind si correspondi® a un fendémeno de hiperautofluorescencia o

12



hipoautofluorescencia. Se identifico la proporcion y los intervalos de confianza de
95% de los sujetos que presentaron alteraciones de autofluorescencia en los grupos

2,3y4.

Pruebas estadisticas

Distribucién de frecuencias (porcentajes) de acuerdo a edad y sexo de cada una de

las variables.

13



CONSIDERACIONES ETICAS

1. Conforme al Reglamento de la Ley General de salud en materia de
Investigacion representa una investigacion sin riesgo debido a que fue un estudio
retrospectivo en el que no se realizd ninguna intervencion en el paciente, anidado

en un estudio ya concluido.

2. Se mantuvo de forma confidencial la identidad de los participantes en el
estudio.

3. Carta de Consentimiento informado

a. No necesaria. El protocolo original cuenta con la autorizacién del

paciente para usar su informacion con fines de investigacion.

Posibles inconvenientes a presentarse durante el estudio

Obtencion de imagenes y datos de un solo ojo por paciente.
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RESULTADOS

Se evaluaron 63 pacientes, con una mediana de edad de 55 afios (rango
intercuartilico 50 45-70 afos); 51 pacientes correspondieron al sexo femenino
(80%). 63 pacientes padecian diabetes, la mediana del tiempo de evolucién de la

diabetes mellitus fue 4 anos (rango intercuartilico 0,1- 20 afios).

El grado de retinopatia fue leve en 6 casos (9.5 %), y moderada en 1 caso (1.5%).
La mediana del tiempo de evolucion de la diabetes mellitus fue 5 afios (rango
intercuartilico 50 0,1-20 afios) en los pacientes sin retinopatia, 13 (rango
intercuartilico 50 12-22 afios) en los pacientes con retinopatia diabética no
proliferativa leve y 3 afios en los pacientes diabéticos con retinopatia diabética no

proliferativa moderada.

Catorce pacientes diabéticos presentaron alteraciones en la autofluorescencia, que
representd el 22.2% (1.C. 95% 12- 32%). 7 de ellos no presentaba retinopatia
(12.7%, 1.C. 95% 4.5-20.9%), 6 presentaba retinopatia no proliferativa leve (9.5%,

I.C. 95% 1.3-14.6%) y 1 retinopatia no proliferativa moderada (1.6%, |.C. 0-4.7%).

La alteracion de autofluorescencia encontrada fue hipoautofluorescencia en 13
pacientes diabéticos y en solo 1 paciente diabético cursé con
hiperautofluorescencia; en el grupo de pacientes sin diabetes no se encontré
ninguna alteracion de autofluorescencia. El tiempo de evolucion de la diabetes no
difiri6 entre los pacientes sin alteraciones de autofluorescencia y quienes la

presentaron.
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Las alteraciones de autofluorescencia fueron mas frecuentes en pacientes con

retinopatia diabética (100% vs. 13.8%, p = 0.00004, prueba exacta de Fisher).

En todos los pacientes con retinopatia diabética las alteraciones de
autofluorescencia eran causadas por hemorragias, que bloqueaban la fluorescencia
de fondo; en los pacientes sin retinopatia, los cambios por hipofluorescencia se
debieron a la presencia de pigmento u opacidades vitreas que bloqueaban la
transmision de la fluorescencia. Solo en un paciente sin retinopatia se encontré una

zona hipofluorescente, que no se relacionaba con otra lesién.

Hipoautofluorescencia

Figura 1. Alteraciones de autofluorescencia en pacientes diabéticos. La alteracion
encontrada fue hipoautofluorescencia y fue mas frecuente en pacientes diabéticos

con retinopatia (100% vs. 13.8%, p = 0.00004, prueba exacta de Fisher).
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DISCUSION

En nuestro trabajo encontramos que 14 de los 63 pacientes diabéticos tuvieron
alteracion de la autofluorescencia de fondo; el 12.7% eran diabéticos sin retinopatia,
9.5% presentaban retinopatia diabética no proliferativa leve; 1.6 % retinopatia
diabética no proliferativa moderada, sin embargo no se encontrd ninguna asociacion
cuando se analizaron las variables de edad y evolucién de la diabetes y su relacion
con el grado de retinopatia en los pacientes diabéticos con alteracion de

hipoautofluorescencia.

Shen y cols 2", evaluaron la autofluorescencia de fondo (AFF) en pacientes con
edema macular diabético y encontraron 86.7% de los ojos evaluados con alteracién
de la autofluorescencia donde 73.3% fue de hiperautofluorescencia. De igual forma
Saurabh y cols 22 valoraron la utilidad de la imagen multicolor para detectar quistes
foveales en edema macular diabético comparada con la de fotografias de fondo y
autofluorescencia y encontraron que el 94.6% de los ojos con edema macular
diabético tenia alteracion de hiperautofluorescencia. Mientras que Vujosevic'y cols
evaluaron patrones de edema macular diabético en OCT, fluorangiografia y
autofluorescencia se observo que 76.8% pacientes tenian hiperautofluorescencia y
cursaban con edema macular diabético difuso; en comparacion aunque no
encontramos diferencias estadisticamente significativas, nosotros realizamos una
evaluacion de autofluorescencia de fondo de campo ultra amplio en el grupo de
pacientes diabéticos asi como también que todos los pacientes con algun grado de

retinopatia presentaron hipoautofluorescencia.
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La AFF con campo ultra amplio nos ofrece una valoracion de la periferia que
permite detectar cambios tempranos en comparacion con la AFF ofrecida por la
camara no midriatica y como lo demuestra Ahn SJ y cols®® quienes evaluaron
retinopatia por hidroxicloroquina y demostraron que la AFF de campo ultra amplio
es superior a la comparada a la que ofrece una AFF obtenida con camara no

midriatica.

Actualmente el objetivo es detectar en grados de retinopatia tempranos la isquemia
retiniana para evitar la pérdida visual moderada. La AFF nos permite evaluar la
actividad metabdlica del epitelio pigmentario de la retina, aunque actualmente las
alteraciones en la AFF en pacientes diabéticos sin retinopatia y con grados
tempranos de la misma se asociaron con cambios que bloqueaban la transmision
de la AFF, por lo que solo en un caso correspondié a una alteracion que pudiera

indicar una disfuncion del EPR.
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ANEXO

Instrumento de recoleccion de datos.

Iniciales

oD

0S

Edad

Género

Diabetes mellitus

Con diabetes mellitus

Sin diabetes mellitus

Tiempo de evolucién de
diabetes

Retinopatia diabética

Con retinopatia leve

Con retinopatia
moderada

Sin retinopatia

Alteracion de
autofluorescencia

Presente

Ausente

Hipofluorescencia

Hiperfluorescencia
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