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RESUMEN

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) constituye la primera
causa de pérdida visual irreversible en los paises desarrollados, en personas
mayores de 50 afios y en la cual el condicionamiento genético es decisivo. El
objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el papel de polimorfismos del gen TIMP3
en el riesgo de sufrir DMAE. Para ello se realiz6 una busqueda sistematica para
identificar todos los estudios de casos y controles que analizaban la influencia
de polimorfismos en el gen TIMP3 en el desarrollo de la DMAE. Posteriormente
se realizd6 un meta-analisis de los estudios seleccionados. Se identificaron 8
articulos, de los cuales 1 presentaba 3 poblaciones diferentes, que relacionaran
el gen TIMP3 con el riego de desarrollar DMAE y que cumplieran los criterios de
inclusion. Nuestros resultados mostraron que ser portador de polimorfismos en
el gen TIMP3 se asocio con un menor riesgo de sufrir DMAE. Nuestro trabajo
también consider6 que presentar el polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3 es
un factor protector para el desarrollo de la DMAE reforzando la hipétesis de que

alteraciones en el gen TIMP3 estan implicadas en la fisiopatologia de la DMAE.

Palabras clave: Degeneracion macular asociada a la edad, DMAE, TIMPS3,

polimorfismos, mutaciones, variantes.



ABSTRACT

Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of irreversible
visual loss in developed countries, in people over 50 years of age and in which
genetic conditioning is decisive. The objective of our work was to study the role
of TIMP3 gene polymorphisms in the risk of suffering from AMD. To this end, a
systematic search was carried out to identify all the case-control studies that
analyzed the influence of polymorphisms in the TIMP3 gene on the development
of AMD. Subsequently, a meta-analysis of the selected studies was performed.
Eight articles were identified, of which 1 presented 3 different populations, that
related the TIMP3 gene with the risk of developing AMD and that met the
inclusion criteria. Our results showed that being a carrier of polymorphisms in the
TIMP3 gene was associated with a lower risk of AMD. Our work also showed that
be carrier of the rs9621532 TIMP3 polymorphism was a protective factor for the
development of AMD, reinforcing the hypothesis that alterations in the TIMP3
gene are involved in the pathophysiology of AMD.

Key words: Age-related macular degeneration, AMD, TIMP3, polymorphisms,

mutations, variants.



INTRODUCCION

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) constituye la primera
causa de pérdida visual irreversible en los paises desarrollados, en personas
mayores de 50 afios. Se trata de un proceso degenerativo que afecta a la
macula, a la membrana de Bruch y a la coriocapilar. Existe una forma
comunmente denominada maculopatia asociada a la edad (MAE), que incluye
todos los cambios que se observan en la macula relacionados con la edad, sin
llegar a afectar la funcién visual. Por el contrario, el término DMAE implica la
pérdida de agudeza visual por la aparicion de drusas, atrofia del epitelio
pigmentario de la retina (EPR) o por neovascularizacion coroidea (1).

Actualmente se estiman cifras de prevalencia del 0,2% al 5,4% para personas
entre 60 y 85 afos de edad, y del 12% al 30,8% en las de 85 afios y mas. En el
caso de los paises desarrollados como los Estados Unidos se calcula que la
DMAE en estadios avanzados con compromiso de la vision afecta a mas de 1,7
millones de personas, con otros 7 millones de personas mas en situacion de alto
riesgo para un estadio avanzado de la enfermedad (2). Respecto a la prevalencia
global de esta enfermedad se describe una prevalencia global del 8,7% en el
rango de 45 a 85 bafios. Se prevé que, debido al envejecimiento progresivo de
la poblacién y el aumento de la esperanza de vida, la prevalencia y la carga de

la enfermedad aumenten en todo el mundo en las proximas décadas (3).

Los sintomas son diferentes segln cada persona y el estado evolutivo de la
enfermedad. En muchas ocasiones cuando esta afectado un ojo los sintomas no
son apreciables mientras que en la afectacion bilateral es muy acusada la
pérdida de visién central. En la DMAE la vision central es borrosa, por lo que,
aunque existen pocos problemas al deambular, se dificulta el reconocimiento de
personas o actividades como leer o conducir. Las lineas rectas pueden aparecer

distorsionadas y para su verificacion se emplea la rejilla de Amsler (4).

Los sintomas de afectacion macular de mayor a menor frecuencia son la
afectacion de la vision central, conservandose la vision periférica,
metamorfopsias (alteracion en la forma de la imagen), micropsia causado por el
aumento de la separacion entre los conos de la fovea produciendo una

disminucién en el tamafio de la imagen, macropsia causado por la compresién



de los conos de la fovea aumentando en el tamafio de la imagen. En los casos

avanzados se aprecia un escotoma en el centro del campo visual (4).

Bajo la membrana de Bruch, se encuentra la coriocapilar. Es una fina capa de
capilares que nutre a los fotorreceptores ya que la févea es avascular y es
necesario para permitir la maxima transparencia. Los nutrientes, que provienen
de la coriocapilar, deben ser transportados desde ésta a través de la membrana
de Bruch y el EPR (5).

El EPR tiene un rol esencial en el mantenimiento de los fotorreceptores. Los
bastones y conos desprenden los discos usados. Estos discos son fagocitados
por el EPR, que esta en intimo contacto con los segmentos externos de los
fotorreceptores. Estos discos son digeridos por la accion de enzimas y
degradados para ser reciclados. Sin embargo, con el paso de los afos, este
mecanismo falla. Moléculas alteradas por el dafio oxidativo no son reconocidas
por los enzimas y el material no digerido empieza a acumularse dentro del EP y
la membrana de Bruch. Este depdsito excesivo puede llegar a ser patoldgico,
formandose las denominadas drusas, primera manifestacién visible de DMAE

(5).

Segun los diferentes estadios de la evolucion de la DMAE se puede dividir en

temprana y tardia.

La DMAE temprana se caracterizada por la aparicion de drusas y anomalias
pigmentarias. Las drusas aparecen como noédulos blanco-amarillentos de
diferentes tamafios (Figura 1). Si no se asocian a lesion macular no suelen
producir sintomas. Se trata de depdsitos localizados entre la membrana basal
del (EPR) y la membrana de Bruch. Se han relacionado con la isquemia coroidea
cronica, con la incapacidad del epitelio pigmentario para actuar como sistema de
limpieza de la retina externa y fotorreceptores, y con facto-res nutricionales,
genéticos y ambientales. Mas recientemente se ha considerado la toxicidad de
la luz, capaz de provocar la formacion de radicales libres que pueden lesionar
los fotorreceptores. El resultado final es la incapacidad del EP de digerir estas
moléculas dafiadas, dando lugar a una secrecion y acumulacién de materiales

en la porcion basal del EPR que se manifiestan como drusas (6).



Figura 1. Fondo de ojo DMAE Temprana (7).

La clasificacion mas utilizada en clinica se basa en el aspecto anatomico de la
lesion, considerando dos grupos: drusas duras o drusas blandas. Las drusas
duras constituyen una caracteristica del envejecimiento fisiologico de las
personas y actualmente se consideran de bajo riesgo evolutivo. En la angiografia
muestran una hiperfluorescencia temprana debida a la atrofia del EPR
suprayacente. Las drusas blandas presentan mayor riesgo evolutivo y se asocian
con el desarrollo de neovasos. Para algunos autores el riesgo de desarrollar una
DMAE neovascular aumenta con algunas caracteristicas de las drusas, tales
como estar presentasen un numero mayor de cinco, en tamafio mayor de 63 um,
con localizacién central, porcentaje de confluencia elevado y asociacién con

alteraciones pigmentarias (8).

Alteraciones pigmentarias. Las anomalias pigmentarias que aparecen en las

fases iniciales de la DMAE son de dos tipos:

» Hipopigmentacion: se corresponde con areas puntiformes de bordes mal

definidos, en las que se ha producido un adelgazamiento del EP por encima de
una membrana de Bruch muy engrosada. A diferencia de la atrofia geografica,
los vasos coroideos subretinianos no se visualizan oftalmoscopicamente.
Angiograficamente se observan areas de hiperfluorescencia punteada durante

los tiempos iniciales, con desaparicion tardia del colorante (9).



» Hiperpigmentacion: consiste en pequefias areas de acumulo de pigmento

situado en la retina externa o en el espacio subretiniano. Junto a estos acumulos
coexisten pequefias imagenes puntiformes de despigmentacién, que suelen
ofrecer en conjunto un aspecto reticulado e irregular. En la angiofluoresceingrafia

la hiperpigmentacion bloquea la fluorescencia coroidea (9).

En el caso de la DMAE tardia se observan drusas grandes y anomalias hiper o
hipopigmentarias (Figura 2). A su vez, la DMAE tardia se puede dividir en DMAE
atréfica o seca y DMAE humeda o exudativa (10).

Figura 2. Fondo de ojo DMAE Tardia. (7)

DMAE atréfica o seca. Es la forma mas frecuente de la DMAE tardia y constituye
el 85% de los casos. La DMAE no exudativa se caracteriza por la presencia de
depdsitos amarillos (drusas) en la méacula y areas focales de atrofia del EPR
definidas, que se asocian con diversos grados de pérdida del campo visual
central (figura 3). A medida que las drusas crecen en tamafio y aumentan en
ndmero, pueden provocar una disminucién de la vision que los pacientes refieren

mas notoria cuando leen (10).

En estadios avanzados de la DMAE no exudativa, hay pérdida del EPR y
adelgazamiento de los FR en la mécula, lo cual, conduce a atrofia. En la DMAE
seca los pacientes tienen puntos ciegos en el centro de su vision, mientras que,

en las etapas avanzadas la pérdida de vision es central es total (10).



Figura 3. Fondo de ojo DAME Atréfica. (11)

DMAE humeda. Esta causada por el crecimiento de neovasos de origen
coroideo, que a través de rupturas de la membrana de Bruch proliferan debajo
del EP y en el espacio situado entre el EP y la retina (Figura 4). Evoluciona hacia
la formacién de una cicatriz fibrosa que constituye la degeneracién disciforme
senil. Se caracteriza en que la clinica de esta fase es la de un enfermo que
subitamente refiere disminucién de agudeza visual asociada a metamorfopsias,
escotomas centrales que dificultan la visiébn cercana y cambios repentinos en la

vision central (12).

La visualizacion de los neovasos coroideos se confirma mediante el estudio
angiografico; sin embargo, en ocasiones el complejo neovascular se puede
observar oftalmoscopicamente como una imagen subretiniana grisdcea o
amarillenta de forma redondeada u ovalada, y su tamafio varia desde un aspecto
puntiforme hasta alcanzar diametros mayores. Es frecuente la presencia de
hemorragias subretinianas circulares o semilunares delimitando el borde de la
Zzona neovascular, aunque en ocasiones pueden alcanzar dimensiones mayores

y ocultar toda la neovascularizacion subretiniana (NVSR) (4).



Figura 4. Fondo de ojo DMAE Exudativa. (11)

Aunque la patogenia es muy compleja, en la actualidad se considera que el
estrés oxidativo es una de las principales causas del desarrollo de la DMAE. De
hecho, la retina es una de las partes del ojo mas sensibles a la accién de los
radicales libres porque consume grandes cantidades de oxigeno y recibe altos

niveles de irradiacion luminica (13).

La DMAE es una enfermedad multifactorial, todavia se desconoce exactamente
los factores de riesgo que lo produce siendo la principal causa el envejecimiento.
Sin embargo, los factores de riesgo ambientales y genéticos también influyen de

manera determinante (14).

e Edad. Principal causa de la DMAE producido por el depésito de lipofuccina
entre el EP y la membrana de Bruch formando las denominadas drusas;

primera manifestacion oftalmoscopicamente visible.

e Herencia familiar: Se ha demostrado que la probabilidad de desarrollar
DMAE aumenta hasta 4 veces si hay antecedentes familiares, 12 veces si se
tiene un hermano afectado y hasta 27,5 veces si es el progenitor el que tiene

la enfermedad (15).

e Factores genéticos: Numerosos estudios respaldan la relaciones entre la

variacion genética y el riesgo a padecer DMAE (16).

e Sexo. Siendo mas frecuente en mujeres.



e Raza. Aumenta la incidencia en gente de raza blanca.
e Color de iris claro.

e Factores ambientales como el tabaquismo teniendo un relativo en mujeres y

hombres de 2,4 y 2,5 respectivamente. Exposicidn a luz ultravioleta.

e Obesidad abdominal y sedentarismo teniendo un RR para un indice de masa

corporal igual o mayor de 30 de 2.35 (14).

El tratamiento va dirigido segun el tipo de DMAE que presente el paciente, sin
embargo, existen unas recomendaciones higiénico-dietéticas que ayudan a
prevenir la evolucién de la enfermedad. Suspender habito tabaquico, control de
la hipertension arterial (HTA), colesterol y obesidad. Proteccion contra le
exposicidn solar. Dieta rica en zeaxantina y luteina, presentes generalmente en
frutas y verduras y la yema de huevo, ademas se aconsejan alimentos ricos en

omega3 (17).

El tratamiento de las formas no exudativas cuando exista alto riesgo, como
drusas blandas consiste en la administracion de vitaminas antioxidantes (E, C y
B-carotenos) y suplementos minerales (Zinc) pueden reducir el riesgo de pérdida de
vision moderada en pacientes con DMAE temprana/intermedia y DMAE
atrofica. No se debe suplementar B-carotenos en fumadores, ya que pueden

incrementar el riesgo de cancer de pulmén (8).

En los casos de membranas neovasculares coroideas (MNVC) extrafoveal se
utiliza fotocoagulacion laser, aunque el beneficio disminuye debido al crecimiento
recurrente llegando el 50% de los pacientes tratados a desarrollar MNVC
subfoveal durante los 5 afios posteriores al tratamiento. Vitrectomia, cuando
existe hemorragia submacular masiva como consecuencia de la forma exudativa
y en algunas membranas neovasculares cuya extension no afecte la zona
avascular de la fovea. MNVC yuxta y subfoveales, tratamiento mediante terapia

fotodinamica e inyecciones intravitreas de farmacos antiangiogénicos (8).

En el tratamiento con terapia fotodinamica se emplea de manera concomitante
verteporfina combinado con estimulacion laser de longitud de onda roja. En
DMAE exudativa combinada con intravitreas, en algunos casos refractarios y

para reducir el nimero de inyecciones (8).
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Los farmacos antiangiogénicos son administrados por via intravitrea, mediante
inyecciones realizadas de forma periddica, ya que su vida media es corta.
Actualmente, el tratamiento mas eficaz. Tratamiento farmacolégico con

preparados anti-factor crecimiento endotelial vascular (VEGF) (18).

GENETICA DE LA DMAE: metaloproteasas e inhibidores tisulares de
metaloproteasas.

Existen al menos 15 genes que se han asociado a la DMAE (19).

Los estudios de vinculacion de la DMAE utilizando familias numerosas han sido
dificiles debido a la aparicién tardia de enfermedad, variabilidad fenotipica y
efectos fenotipicos. Varios estudios independientes y un metaanalisis de
exploraciones multiples del genoma sugirieron loci de susceptibilidad con gran
efecto en los cromosomas 1931 y 10926. Ademas, estos estudios
proporcionaron pruebas de vinculacion en muchos otros cromosomas, incluida
una regién en el cromosoma 22 donde se sitia el gen TIMP3, gen mutado en la
distrofia del fondo de ojo de Sorsby (19). Esta enfermedad es una distrofia
macular progresiva autosomica dominante poco frecuente, que se presenta entre
la tercera y la sexta década de vida y que se caracteriza por la atrofia retiniana y
desprendimiento de retina, dando lugar a pérdida de vision central,

seguidamente la periférica y finalmente ceguera total (20).

Las metaloproteasas (MMP) son enzimas proteoliticas formadas por 23
proteinas, encargadas de descomponer sustancias como el colageno y se
encuentran en los espacios entre las células de los tejidos, es decir, en la matriz
extracelular. Para permitir el funcionamiento de las MMP necesitan la presencia
de ZINC o Cobalto. Estas enzimas participan en diferentes funciones como
protedlisis, adhesion celular, angiogénesis, cicatrizacién, inflamacién vy
proliferacion celular. Las MMP actian cuando se debe remodelar la matriz
extracelular y su alteracion puede afectar a la estructura de ésta (21).

Los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMP) son proteinas que inhiben
especificamente la acciéon de las MMP por lo que se encargan de regular su
accion. Se unen a las MMP de manera 1:1. Con la actuacion de las MMP
estimulan la secrecion de TIMP de manera que se produce una autorregulacion

en el funcionamiento de este complejo. Se ha demostrado que las MMP y las
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TIMP juegan un papel importante en la homeostasis y los cambios de la matriz

extracelular (22).

El EPR controla la sintesis de coldgeno para la membrana de Bruch y participa
en la regulacién de las MMP y el proceso MMP/TIMP mantiene la integridad de
la membrana de Bruch. Al igual que una alteracion de las MMP, si se produce
una alteracion de las TIMP este equilibrio se veria afectado y se alteraria la
estructura de la membrana (23).

El gen TIMP3 tiene su localizacién cromosémica en 22g12.3 (Figura 5). Existen
4 tipos de TIMP, siendo la TIMP3 la Unica que actia sobre todos los tipos de
MMP.

Existe otra familia de metaloproteinasas conocidas bajo la sigla de ADAM
(desintegrin and metaloproteinase) 12-14. Fueron descriptas en la década del 90
y hasta el momento se conocen en el hombre 25 subtipos. Presentan la
particularidad de estar unidas a una molécula de desintegrina, ligando potencial
para las integrinas y otros receptores. ADAMs son proteinas de membrana
multifuncionales con una organizacién compleja de dominios que comprende:
secuencia sefalizadora, dominio metaloproteinasa, dominio tipo desintegrina,
region rica en cisterna, dominio tipo receptor del factor de crecimiento

epidérmico, regién transmembrana, dominio citoplasmatico (23).
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JUSTIFICACION

Existen diferentes estudios que investigan sobre la relacion que tiene las
variantes génicas del gen TIMP3 con la predisposicion a padecer DMAE. Debido
a que los trabajos publicados han utilizado diferentes poblaciones se plantea
realizar una revision sistematica de la literatura disponible y un meta-analisis
para evaluar la influencia de las mutaciones del gen TIMP3 con el riesgo de
desarrollar DMAE. El propésito del trabajo fue evidenciar el cometido que
desempeiia el gen TIMP3 en la fisiopatologia de la DMAE y contribuir
aumentando la informacion para favorecer el diagnoéstico, tratamiento vy
prevencion de la DMAE. Estos resultados podrian ayudar en el diagnéstico
genético de la enfermedad, permitiendo un diagndéstico precoz y llevar a cabo

acciones de asesoramiento genético.
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2. HIPOTESIS

Polimorfismos en el gen TIMP3 podrian predisponer al desarrollo de DMAE.

3. PICOT

- Paciente (P): Pacientes con DMAE.

- Intervencion (I): Polimorfismos del gen TIMP3.

- Comparacion (C): Sujetos sanos.

- Resultados (O): Presencia de variantes genéticas en el gen TIMP3 y
predisposiciéon a desarrollar DMAE.

- Tiempo (T): Estudios que cumplen criterios de inclusion y temporalidad.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO PRINCIPAL:

Estudiar la influencia del ser portador de polimorfismos en gen TIMP3 en el

riesgo de sufrir DMAE

4.2 OBJETIVO SECUNDARIO:

Analizar la influencia de ser portador del polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3

en la predisposicién a padecer DMAE.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Se han incluido todos los articulos cientificos basados en el estudio de la
frecuencia de polimorfismos en el gen TIMP3 en pacientes diagnosticados de
DMAE. Unicamente se incluyeron trabajos que también analizasen la frecuencia
de polimorfismos en el gen TIMP3 en sujetos no diagnosticados de DMAE (grupo

control).

5.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron todos los articulos que no analizaran polimorfismos en el gen
TIMP3, no incluyeran pacientes diagnosticados de DMAE y que no incluyeran
grupo control. Finalmente, también se excluyeron articulos que no estuvieran

redactados en inglés o espafiol.

5.3 DISENO

Se realiz6 una revision sistematica y un posterior meta-analisis de los estudios
de casos y controles relacionados con el gen TIMP3 en los diferentes tipos de
DMAE.

5.4 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Se llevd a cabo una busqueda bibliografica en las bases de datos
Pubmed/MedLine, Embase, Scopus y Web of Science para identificar todos los
estudios de casos y controles realizados hasta el momento. Se seleccionaron los
gue evaluaban la influencia de ser portador de polimorfismos en el gen TIMP3
en el desarrollo de la DMAE que cumplieran los criterios de inclusién. Se
emplearon los siguientes términos de busqueda: “((“ADM” OR “age-related
macular degeneration”) AND “TIMP3” AND (“‘mutations” OR “variants” OR
“polymorphisms”))”. Para minimizar el riesgo de sesgo no hubo restricciones en

el tamafo muestral analizado.
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5.5 ESTRATEGIA DE SELECCION

Se seleccionaron todos los estudios de casos y controles que cumplieran con los
criterios de inclusion y exclusion de la revision definidos previamente, fueron
evaluados independientemente por dos revisores (Diego Martinez Alonso y Luis
Garcia Onrubia). Para la seleccion final se requirié un consenso total entre los
dos revisores. En caso de duda, se consulté al director del trabajo (Ricardo

Usategui Martin).

5.6 OBTENCION DE DATOS

Los datos extraidos de la bausqueda incluyeron nombre de los autores, afio de la
publicacion, etnia de los individuos incluidos, pais del estudio, tipos de DMAE y
controles sanos, informacién demografica como la edad y sexo de los casos y
controles estudiados, numero de individuos portadores de polimorfismos en el

gen TIMP3 y el numero de sujetos portadores del polimorfismo rs9621532.

Como resultado de la busqueda y con el fin de analizar asociacién estadistica,

se realizaron los siguientes grupos de individuos.
- Pacientes con DMAE.
- Pacientes con DMAE Humeda (Neovascularizacion)
- Pacientes con DMAE Seca (Atrofia geogréfica)

- Individuos sanos

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron distintos meta-analisis comparando la distribucion de
polimorfismos en el gen TIMP3 entre los grupos de individuos. Para que se
pueda realizar un meta-analisis los datos deben proceder de 3 0 mas articulos.

Con todo ello se realizaron los siguientes estudios.
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1. Estudio de la influencia de ser portador de polimorfismos en el gen TIMP3 con

el riesgo a padecer DMAE
a. Pacientes con DMAE vs. Sujetos sanos.
b. Pacientes con DMAE Humeda vs. Sujetos sanos.

2. Estudio de la influencia de ser portador del polimorfismo rs9621532 del gen
TIMP3 con el riesgo a padecer DMAE

a. Pacientes con DMAE Seca vs. Sujetos sanos

b. Pacientes con DMAE Humeda vs. Sujetos sanos

La relacién estadistica se estimo a partir del odd ratio (OR) con su intervalo de
confianza (IC) al 95% para cada estudio. A partir de los datos tabulados se
calcularon los OR y sus IC del 95% de cada estudio individual. Para combinar
los resultados de los estudios individuales seleccionados, se emple6 un modelo
de efectos fijos (fixed effects model). Se consider6 como resultado
estadisticamente significativo la obtencion de un p-valor<0,05. El analisis de
sensibilidad se llevo a cabo excluyendo los estudios uno a uno, para determinar
si los resultados pueden verse sesgados por estudios con escasa calidad

metodoldgica, o que no cumplan estrictamente los criterios de seleccion .

Para estimar y cuantificar la heterogeneidad entre los diferentes estudios se
empled el test estadistico Q de Cochran. La obtencion de un valor de P<0,10
indicaba heterogeneidad estadisticamente significativa en los resultados. El test
estadistico 12 se empled para estimar la inconsistencia en los meta-analisis
realizados, representando el porcentaje de variabilidad entre los estudios debida
a la heterogeneidad de los mismos y no al simple azar. De esta manera, los
valores de 12 comprendidos entre el 0 y el 25% indicaban no heterogeneidad, los
valores entre el 25y el 50%, el 50 y el 75% y el 75 y el 100% correspondian a
grados moderados, altos y extremos de heterogeneidad, respectivamente (24).

Se utilizé el programa informatico Review Manager (RevMan), version 5.3

(Cochrane Collaboration) para realizar el meta-analisis.
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6. RESULTADOS

Como se muestra en el diagrama de flujo de los trabajos incluidos en nuestro
estudio (Figura 6), inicialmente se encontraron 60 articulos en las diferentes
bases de datos utilizadas. Se descartaron 42 articulos porque no cumplian los
criterios de inclusion. Ademas, se descartaron 9 articulos porque evaluaban la
influencia de polimorfismos en el gen TIMP3 en patologias retinianas diferentes.
Se descart6 otro articulo (25) cuyos datos ya se encontraban incluidos en un
estudio posterior con mayor numero de poblacion para asi evitar sesgos y no
duplicar informacion. Finalizado el cribado de inclusion, quedaron 8 articulos
(26-33), de los cuales uno de ellos (29) presenta 3 poblaciones diferentes
pertenecientes a estudios pertenecientes a “National Eye Institute Clinical
Center” (NEI), “Age-Related Eye Disease Study” (AREDS) y “Blue Mountains Eye
Study” (BMES), por lo que en consecuencia se obtuvo 10 poblaciones que fueron
incluidos en el meta-analisis de la influencia de ser portador de polimorfismos en

el gen TIMP3 y el riesgo de padecer DMAE.

= Referencias Referencias
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Figura 6. Diagrama de flujo de los trabajos incluidos en el meta-analisis
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En la tabla 1 se recogen las caracteristicas de los trabajos incluidos para la
elaboracion del meta-andlisis. Finalmente se incluyeron 23555 individuos en el

grupo con DMAE y 25329 individuos sanos en el grupo control.

Del total de los pacientes con DMAE 835 tenian DMAE Humeda. La media de
edad de los pacientes que han participado en los estudios fue de 74,34+7,48
afnos en el grupo de individuos con DMAE y de 74,09+8,93 afos en el grupo

control.

El nimero de mujeres incluidas en el meta-analisis fue de 2837, mientras que de
hombres participaron 1931 individuos. No todos los estudios indican el sexo de
los participantes (28,30,32,33).

De los articulos seleccionados para estudiar el gen TIMP3, se incluyeron
estudios de diferentes paises; India (28), Estados Unidos (29,30), Alemania (27),
China (26) y Lituania (31). Por otra parte, no todos los estudios reflejaban la etnia
de los individuos incluidos, siendo mayoritario el nimero de individuos de

ascendencia europea (27,30-32), seguida de la china (26) e hindu (28).

Para la realizacion del estudio genético del gen TIMP3, los estudios usaron DNA
obtenido de las células mononucleares de sangre periférica. Del total de los
pacientes con DMAE, 2124 eran portadores de polimorfismos en TIMPS3,
mientras que del grupo control 2962 eran portadores de polimorfismos TIMPS3.
Respecto al SNP rs9621532 de gen TIMP3, 336 presentaban esta alteracion en
el grupo con DMAE, mientras que en el grupo control lo presentaban 421

individuos.
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Tabla 1. Caracteristicas de los trabajos incluidos en el meta-andlisis (DMAE: Degeneracion macular asociada a la

edad, N: nimero de individuos, NE: no especificado, SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido)

SNPs en

Portador del

Sexo SNP
Autores, Grupo de Pais de . Edgd TIMP3 rs9621532
~ SR ] Etnia (media = N
Afio Individuos origen DE)
Mujer | Varén No Si No Si
DMAE India India NE 250 250 227 23 NE NE
Kaur et al,
2010
Control India India NE 250 250 169 81 NE NE
(D,\l’\é?)E us NE 79+8,1 237 126 111 NE NE NE NE
DMAE
HUMEDA us NE NE 158 158 153 5 153 5
(NEI)
g\fgr)m' us NE 73,0+108 | 160 92 68 145 | 15 | 145 | 15
DMAE .
(BMES) Australia NE 75,3+7,6 276 172 112 254 22 254 22
; DMAE
grd;gfg e | HUMEDA | Australia NE NE 34 34 32 2 32 2
: (BMES)
Control .
(BMES) Australia NE 75,174 561 344 224 503 58 503 58
DMAE
(AREDS) us NE 79,2+5,1 330 195 135 299 31 299 31
DMAE
HUMEDA us NE NE 206 206 185 21 185 21
(AREDS)
Control
(AREDS) us NE 76,8 +4,3 193 105 88 177 16 177 16
DMAE
(datos NE NE NE 2157 2157 2079 78 2079 78
Chen et al, propios)
2010 Control
(datos NE NE NE 1150 1150 1084 66 1084 66
propios)
DMAE Alemania | DUTCH/GERMAN 72,7+ 6,6 1201 745 456 1160 41 1160 41
Fauser et al,
2011 .
Control Alemania | DUTCH/GERMAN 75,8+8,1 562 316 246 536 26 536 26
DMAE . .
China Chinese Han 67 +9,2 136 50 86 122 14 122 14
Zeng et al, HUMEDA
2012 . .
Control China Chinese Han 68 + 9,18 181 69 112 170 11 170 11
DMAE NE Europea NE 2594 2594 2490 104 2490 104
Yu et al,
2011
Control NE Europea NE 4134 4134 3927 207 3927 207
DMAE Lituania Lituania 73+12 309 217 92 263 46 263 46
Liutkeviciene | DMAE . . . .
etal, 2019 HUMEDA Lituania Lituania 76 £ 11 301 195 106 260 41 260 41
Control Lituania Lituania 71+15 306 211 95 269 37 269 37
. DMAE us Europea NE 16144 16144 14384 | 1760 NE NE
Friesche et
al, 2016
Control us Europea NE 17832 17832 15387 | 2445 NE NE
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El estudio de la relacion entre padecer DMAE y ser portador de polimorfismos en

el gen TIMP3 se muestra en la Figura 7. En este meta-analisis se incluyeron

23555 pacientes con DMAE y 25329 sujetos sanos. Los resultados mostraron

que ser portador de variantes polimorficas en el gen TIMP3 se asocia con un
menor riesgo de padecer DMAE (P<0,001; OR=0,76; IC (95%)=0,72-0,81)

(Figura 7A). Por otra parte, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en el estudio del riesgo asociado a desarrollar DMAE humeda y el

ser portador de polimorfismos en el gen TIMP3 (P=0,90; OR=1,02; IC
(95%)=0,74-1,40) (Figura 7B).

A)

B)

AMD Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% CI
Chen et al, 2010 78 2157 66 1150 3.3% 0.62 [0.44, 0.86] 2010
Kaur et at, 2010 23 250 81 250 2.9% 0.21[0.13, 0.35] 2010
Fauser et al, 2011 41 1201 26 562 1.4% 0.73 [0.44, 1.20] 2011 —
Yuetal 2011 104 2594 207 4134 6.1% 0.79[0.62, 1.01] 2011 ===
Zeng et al, 2012 14 1326 11 181 0.3% 1.77 [0.78, 4.04] 2012 N
Ardeljan et al, 2013 (AREDS) 31 330 16 193 0.7% 1.15 [0.61, 2.16] 2013 ——
Ardeljan et al, 2013 (BMES) 22 276 58 561 1.4% 0.75 [0.45, 1.26] 2013 =1
Ardeljan et al, 2013 (NE) 5 158 15 160 0.6% 0.32 [0.11, 0.89] 2013
Friesche et al, 2016 1760 16144 2445 17832 82.1% 0.77 [0.72, 0.82] 2016 | |
Liutkeviciene et al, 2019 46 309 37 306 1.3% 1.27 [0.80, 2.02] 2019 e
Total (95% CI) 23555 25329 100.0% 0.76 [0.72, 0.81] L}
Total events 2124 2962
Heterogeneity. ChiZ = 39.72, df = 9 (P < 0.00001); 2 = 77% 5 E)S 012 2I0
Test for overall effect: Z = 9.09 (P < 0.00001) Favours: [ex’penmenm” Favours [control]

Wet AMD Control group Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% CI
Zeng et al, 2012 14 136 11 170 115% 1.66[0.73, 3.78] 2012 —
Ardeljan et al, 2013 (BMES) 2 34 58 561 8.2% 0.54[0.13, 2.32] 2013 —
Ardeljan et al, 2013 (NEN 5 158 15 160 19.0% 0.32[0.11, 0.89] 2013 —_—
Ardeljan et al, 2013 (AREDS) 21 206 16 193  19.5% 1.26[0.63, 2.48] 2013 1T
Liutkeviciene et al, 2019 41 3201 37 306 41.7% 1.15 [0.71, 1.85] 2018
Total (95% CI) 835 1390 100.0% 1.02 [0.74, 1.40]
Total events 83 137

2 -2 | ; | |

Heterogeneity. Chi’ = 7.56, df = 4 (P = 0.11); I° = 47% o1 o1 1 1,0 Too

Test for overall effect: Z = 0.12 (P = 0.90)

Favours [experimental] Favours [control]

Figura 7. Forest plot resultante de la comparativa de la prevalencia ser portador de polimorfismos
en el gen TIMP3 entre pacientes con DMAE vy sujetos sanos (A) y entre pacientes con DMAE
humeda e individuos sanos (B).
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Por otra parte, también se estudié el riesgo de sufrir DMAE asociado al ser
portador del polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3. Se incluyeron 7003
pacientes con DMAE y 7087 sujetos sanos. Los resultados mostraron que ser
portador del alelo variante del polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3 se asocio
con una menor probabilidad de padecer DMAE (P=0,001; OR=0,82; IC
(95%)=0,71-0,96) (Figura 8A). Nuestros resultados también mostraron que el
polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3 no se asoci¢ estadisticamente con el
riesgo de padecer DMAE humeda (P=0,86; OR=1,03; IC (95%)=0,75-1,41)
(Figura 8B).

AMD Control group Odds Ratio Odds Ratio

A) Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% CI
Chenetal, 2010 78 2157 66 1150 22.8% 0.62[0.44, 0.86] 2010 —-
Fauser et al, 2011 41 1201 26 562 9.4% 0.73 [0.44, 1.20] 2011 —
Yuetal 2011 104 2594 207 4134 42.1% 0.79[0.62, 1.01] 2011 -H
Zeng et al, 2012 14 136 11 181 2.3% 1.77[0.78, 4.04] 2012 =
Ardeljan et al, 2013 (BMES) 22 276 58 561 9.7% 0.75[0.45, 1.26] 2013 e
Ardeljan et al, 2013 (AREDS) 31 330 16 193 5.0% 1.15 [0.61, 2.16] 2013 I
Liutkeviciene et al, 2019 46 309 37 306 8.7% 1.27[0.80, 2.02] 2019 s
Total (95% CI) 7003 7087 100.0% 0.82 [0.71, 0.96] ¢
Total events 336 421
B - - 18 i } I |
Heterogeneity. Chi® = 11.06, df = 6 (P = 0.09); |I° = 46% o1 o 1-0 100

Test for overall effect: Z = 2.47 (P = 0.01) Favours [experimental] Favours [control]

Wet AMD Control group 0Odds Ratio 0Odds Ratio

B) Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl Year M-H, Fixed, 95% CI
Zeng et al, 2012 14 136 11 181 11.2% 1.77 [0.78, 4.04] 2012 e
Ardeljan et al, 2013 (AREDS) 21 206 16 193 19.6%  1.26[0.63, 2.48] 2013 —1—
Ardeljan et al, 2013 (BMES) 2 34 58 561 8.2% 0.54[0.13, 2.32] 2013 ———
Ardeljan et al, 2013 (NEI 5 158 15 160 19.1% 0.32[0.11, 0.89] 2013 —_—
Liutkeviciene et al, 2019 41 301 37 306 41.9% 1.15[0.71, 1.85] 2019
Total (95% CI) 835 1401 100.0% 1.03 [0.75, 1.41]

Total events 83 137

Heterogeneity. ChiZ = 7.93, df = 4 (P = 0.09); I = 50%

Test for overall effect: Z = 0.18 (P = 0.86) e 02 1 g Ao

Favours [experimental] Favours [control]

Figura 8. Forest plot resultante de la comparativa de la prevalencia del alelo variante del
polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3 entre pacientes con DMAE y sujetos sanos (A) y entre

pacientes con DMAE humeda e individuos sanos (B).

El estudio se sensibilidad no modificé los resultados anteriormente expuestos,
por lo cual, tanto en direccion como en magnitud del efecto y significacion
estadistica indica que el analisis es robusto. No se pudo realizar el estudio en
funcién de la etnia y la edad de los pacientes pues varios trabajos no

especificaban dicha informacion (Tabla 1).
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Mediante la visualizacion de los diagramas de Begger se analizo el sesgo de
publicacion de los trabajos incluidos en nuestro meta-analisis (Figura 9), todos
ellos mostraron una distribucion simétrica. Cuando el nimero de trabajos
incluidos en el meta-analisis es inferior a diez no es necesario realizar el
estudio de sesgo ya que se entiende que las diferencias son apreciadas; sin
embargo, hemos realizado el analisis de sesgo en las cuatro comparaciones

que llevadas a cabo.
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Figura 9. Diagramas de Begger de los estudios incluidos en el meta-andlisis de la influencia de
polimorfismos en el gen TIMP3 entre pacientes con DMAE y sujetos sanos (A), entre pacientes
con DMAE humeda e individuos sanos (B), entre pacientes con DMAE y controles para el
estudio del SNP rs9621532 del gen TIMP3 (C) y entre pacientes con DMAE himeda y
controles para el estudio del SNP rs9621532 del gen TIMP3 (D).
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7. DISCUSION

La DMAE es una patologia que consiste en un proceso degenerativo que afecta
a la macula en la zona de fotorreceptores, el epitelio pigmentario, la membrana
de Bruch y la coriocapilar y se asocia con la pérdida de agudeza visual por la

aparicion de drusas, atrofia del epitelio o por neovascularizacién coroidea (1).

Desde el punto de vista etiologico se desconoce exactamente los factores de
riesgo que lo produce, siendo la principal causa el envejecimiento. Sin embargo,
los factores genéticos influyen de manera determinante. Los estudios de
asociacion de todo el genoma (GWAS) tienen un importante papel en la

investigacion de la DMAE para conocer los factores de riesgo genéticos (34).

Se han encontrado méas de 860 genes asociados con la DMAE, ademas se han
identificado numerosos genes de la via de los lipidos (ABCA1, ABCA7, APOC2,
PLTP, VTN y MMP9). El gen MMP9 esta asociado con la DMAE humeda, siendo

el primer gen que se asocia con un subtipo de DMAE (35).

Se conocen tres genes con funcidn especifica en la retina que tienen relacion
con el desarrollo de la DMAE. El gen ABCA4 Unicamente tiene funcion en la
retina, mientras que los genes APOE y TIMP3 tienen otras funciones adicionales.
Ademas, los niveles elevados de la proteina TIMP3 estan asociados con el

engrosamiento de la Membrana de Bruch y posterior atrofia del EPR. (15)

El epitelio pigmentario controla la sintesis de colageno para la membrana de
Bruch y participa en la regulacion de las MMP. El proceso MMP/TIMP mantiene
la integridad de la membrana de Bruch, por lo tanto, al igual que una alteracién
de las MMP, si se produce una alteracion de las TIMP este equilibrio se podria

ver afectado alterandose la estructura de la membrana (23).
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Aunque existen diversos estudios que han analizado la influencia de las
mutaciones en el gen TIMP3 en la prevalencia de la DMAE, no existe una certeza
clara de si tener mutaciones en el gen TIMP3 altera el riesgo a padecer DMAE.
Es por esto que el objetivo de nuestro trabajo ha sido la realizacion de una
revision sistemética y un meta-analisis que evalle la relacion entre el tener

polimorfismos en el gen TIMP3 y el riesgo de padecer DMAE.

Respecto a la presencia del polimorfismo rs9621532 los estudios seleccionados
presentaban resultados contradictorios. Tres de ellos no encontraron asociacion
entre presentar dicho polimorfismo del gen TIMP3 y desarrollar DMAE
(26,27,31), mientras que tres informaron que presentar el polimorfismo
rs9621532 del gen TIMP3 se asocié con una disminucion del riesgo de DMAE
(29,32,33).

Nuestro trabajo estudié 23555 pacientes con DMAE y 25329 individuos sanos.
Del total de los pacientes con DMAE, 835 presentaban DMAE Humeda.

Los resultados mostraron que ser portador de polimorfismos en el gen TIMP3 se
asocié con un efecto protector frente al desarrollo de DMAE. Por otra parte,
nuestro meta-analisis no encontro resultados estadisticamente significativos que
ser portador de mutaciones en el gen TIMP3 se asocie con el riesgo a padecer
DMAE humeda.

En el andlisis de los pacientes que presentaban el SNP rs9621532 del gen
TIMP3 el cual se llevd a cabo en 7003 individuos del grupo con DMAE y 7087
individuos en el grupo control se observé diferencias estadisticamente
significativas en el que presentar el SNP actuaba como factor protector frente a
padecer DMAE.
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Sin embargo, nuestro meta-analisis no mostro diferencias estadisticamente
significativas en el analisis de los grupos con DMAE humeda e individuos sanos
con SNP rs9621532.

Chen et al (33) sugirieron que presentar polimorfismos en el gen TIMP3 podria
aumentar la susceptibilidad de padecer DMAE, mientras que los demas estudios
realizados por los demas autores en afos posteriores asociaron presentar el

polimorfismo en el gen TIMP3 a un menos riesgo de padecer DMAE.

Probablemente, las variantes en el gen TIMP3 causen una funcionalidad
anomala de la proteina lo cual podria asociarse con alteraciones fisiologicas
provocando una variacion en el mantenimiento de la membrana de Bruch y por

ello disminuyendo de la susceptibilidad a sufrir la DMAE.

El conocer qué polimorfismos del gen TIMP3 se asocian con un mayor o menor
riesgo de desarrollar DMAE es de vital importancia a la hora del diagnéstico
precoz de la enfermedad para asi intentar prevenir la mayor sintomatologia
posible. En los casos familiares, también de vital importancia pues nos permitiran
llevar acciones de consejo genético encaminadas a la prevencion en los
familiares de los pacientes. Ademas, nuestro estudio establece las bases para
investigaciones futuras para explicar los mecanismos moleculares por los cuales
en gen TIMP3 puede encontrarse involucrado en el desarrollo de la DMAE, siento

el apoyo para desarrollar nuevas terapias.

La principal limitacion de nuestro trabajo es que no se ha podido realizar un
estudio de la influencia de ser portador de mutaciones en el gen TIMP3 en el
desarrollo de la DMAE estratificandolo por la etnia o sexo de los diferentes
pacientes y controles. Otra limitacion es que solo se han podido estudiar la
DMAE y DMAE humeda, ya que no habia articulos publicados suficientes para
el analisis de la DMAE seca. Sin embargo, la principal fortaleza de este trabajo
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radica en el alto nimero de pacientes con DMAE y controles estudiados y la

heterogeneidad de los mismos por su procedencia.

Para aclarar el papel del polimorfismo rs9621532 del gen TIMP3 en la DMAE,
seria necesario realizar futuros estudios in vitro e in vivo para determinar la

posible relacién entre los polimorfismo y fisiopatologia de la DMAE.
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8. CONCLUSION

Los resultados de este meta-analisis muestran que ser portador de
polimorfismos en el gen TIMP3 se asocié con un menor riesgo de padecer
DMAE, ademas presentar el SNP rs9621532 del gen TIMP3 también se asoci6
como factor protector frente a padecer DMAE. Estos resultados confirman la
implicacion de dicho gen en la etiologia de la enfermedad.
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