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Introducere in studiul retinopatiei diabetice prin investigatii cu rezolutie inalta

Retinopatia diabetica (RD) este 0 cauza importanta de pierdere a vederii la nivel global.
Prevalenta la nivel global a diabetului a crescut semnificativ in ultimele zeci de ani si se
preconizeaza ca vor fi aproximativ 693 milioane de diabetici in urmatorii 30 ani (Guariguata et
al., 2014; Cheloni et al., 2019). Diabetul tip Il a atins deja nivelul unei epidemii, pe cand
diabetul de tip | cunoaste 0 incidenta din ce in ce mai mare (Unnikrishnan et al., 2017). Pacientii
diabetici prezinta complicatii amenintatoare de viata, precum afectarea macrovasculara
(accidentul vascular cerebral, boala cardiaca ischemica, boala vasculard periferica) si/sau
afectarea microvasculara (retinopatia, nefropatia, neuropatia) Pe de alta parte, aproape jumatate
dintre pacientii diabetici raman nediagnosticati pentru multi ani, din cauza lipsei
simptomatologiei. Diagnosticul de diabet se pune pe baza valorilor glicemiei a jeun si a testului

de toleranta la glucoza.

Retinopatia diabetica este cauzata de hiperglicemii indelungate, care genereaza disfunctii
progresive la nivelul vaselor de sédnge. RD este considerata cea mai intalnitd complicatie a
diabetului (Nentwich si Ulbig, 2015) si poate aparea in orice moment al evolutiei bolii, atat in
diabetul zaharat de tip | (DZ 1), cét si in cel al diabetului zaharat de tip 2 (DZ II). Avand o
incidenta de aproximativ 40% (Lee, Wong si Sabanayagam, 2015) in DZ I, RD este un
diagnostic rar la momentul diagnosticului, insa dupa 15 ani este prezent in peste 90% din cazuri.
Pe de alta parte, RD este prezenta in o cincime din cazuri la diagnostic si in doua treimi din
cazuri dupa 15 ani (Cheloni et al., 2019).

n prezent, RD a fost diagnosticati la aproximativ 100 milioane de pacienti diabetici la
nivel global (Duh, Sun si Stitt, 2017). RD este mai des intalnita in diabetul zaharat tip | (DZ 1)
fata de diabetul zaharat tip 11 (DZ I1), iar in 10% din cazuri, formele severe sunt reperate. Pe de
alta parte 5-10% din populatia diabetica este afectata de retinopatia diabetica proliferativa
(RDP). Netratati, RD poate avea consecinte severe asupra vederii. In tarile civilizate, principala
cauza de orbire Tn randul populatiei adulte o constituie afectarea retiniana din diabet, cu un real
impact social si economic (Wu et al., 2013). Maculopatia diabetica este principala cauza de
afectare a vederii, si nu retinopatia diabetica proliferativa (Nentwich si Ulbig, 2015). Cataracta,

pe de alta parte, apare mai timpuriu si are o progresie mai rapida. Frecvent intalnite sunt si
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sindromul de ochi uscat, abraziunile corneene, glaucomul neovascular, sindromul ischemic
ocular, uveita anterioara, neuropatia optica ischemica anterioara, infectia orbitala si parezele de

nervi cranieni (Threatt et al., 2013; Sayin, Kara si Pekel, 2015).

Ingrijirea corecta a pacientilor cu RD poate preveni peste 90% din cazurile de orbire;
astfel este importanta stadializarea corecta a RD pentru stabilirea terapiei corecte (Tao et al.,
2010).

Tn contextul in care RD poate fi mult timp asimptomatica, chiar si in stadiile avansate ale
bolii, detectia precoce a RD este foarte importanta. In prezent sunt la indeméana numeroase
metode de tratament (laser, agenti anti-VEGF, steroizi) care pot limita potentiala afectare a
vederii. Astfel, Academia Americana de Oftalmologie si Consiliul International de
Oftalmologie recomanda screening-ul regulat al fundului de ochi pentru orice pacient diabetic
sl instituirea imediata a tratamentului daca apar semne ale RD care pot afecta vederea. Cu toate
acestea, conform Academiei Americane de Oftalmologie doar 60% dintre diabetici beneficiaza

de screening oftalmologic regulat (Fenner et al., 2018; Wong et al., 2018).

Definitiile furnizate de Early Treatment Retinopathy Study (ETDRS) (Corcoéstegui et al.,
2017) au facut posibila uniformizarea criteriilor, terminologiei pentru clasificarea RD si a
edemului macular diabetic. Aceste criterii au fost introduse de catre Academia Americana de
Oftalmologie Tn ghidurile de diagnostic ale RD. RD este clasificatd in RD neproliferativa si in
RD proliferativa. Tn ceea ce priveste edemul macular diabetic, merita amintit ca acuitatea
vizuald nu este inclusa Tn definitia acestei entitati clinice. Fluoroangiografia identifica daca
exista edem macular focal/multifocal, difuz ischemic sau mixt. Recent, tomografia
computerizatd Tn coerentd opticd a schimbat abordarea in diagnosticul si monitorizarea

edemului macular diabetic.

Diagnosticul precoce al RD este cea mai buna strategie pentru prevenirea sau intarzierea
pierderii vederii (Safi et al., 2018). Desi examinarea regulata a fundului de ochi este
recomandata pe scara larga in protocoalele pentru tratarea precoce a leziunile retiniene inainte
de afectarea acuitatii vizuale, doar un mic procent dintre pacientii diabetici beneficiaza de

examen oftalmologic periodic.



Oftalmoscopia cu sau fara dilatarea pupilei este procedura standard pentru screening-ul
RD. Microanevrismele sunt primele semne clinice identificabile ale microvasculopatiei
retiniene din diabet. Fluoroangiografia este o tehnica invaziva, costisitoare si consumatoare de
timp, dar cu sensibilitate mare in detectia afectarii vasculare din diabet, prin capacitatea de a
detecta semnele intreruperii barierei hemato-retiniene interne si externe pe parcursul evolutiei
RD. Pe de alta parte, OCT-ul ofera imagini de rezolutie inalta ale straturilor retiniene, interfatei
vitreo-retiniene, corpului vitros si coroidei. Acesta a devenit principalul instrument de
diagnostic, prognostic, evaluare al raspunsului la tratament al pacientilor cu edem macular.
Datorita interfatei accesibile, vitezei si usurintei de achizitie a imaginilor, OCT-ul, alaturi de

oftalmoscopie poate creste senzitivitatea diagnosticului precoce al RD (Virgili et al., 2015).

Angiografia OCT (angio OCT) este 0 metoda imagistica noninvaziva care furnizeaza
informatii similare fluoroangiografiei. Oferind imagini detaliate ale vasculaturii retiniene,
permite evaluarea zonei avasculare foveale (FAZ) cu detectia anomaliilor vasculare subtile
(spatiile chistice intraretiniene, cresterea in dimensiuni a zonei avasculare foveale, nonperfuzia

capilara.

Posibilitatea detectiei anomaliilor microvasculare n ochii pacientilor diabetici, Tnainte de

aparitia microanevrismelor poate avea implicatii importante.

Angio OCT-ul, fiind o metoda neinvaziva si sensibila la depistarea leziunilor retiniene,
ar putea fi util sa identifice pacientii diabetici cu risc si dezvolte RD. Tn acest sens, sunt necesare

examinari mai frecvente si o optimizare mai atenta a controlului metabolic.

Pe de alta parte, introducerea opticii adaptive (OA) in imagistica retiniana a deschis un
nou orizont de abordare al afectarii retiniene in diferite patologii. Sistemele imagistice cu optica
adaptiva compenseaza aberatiile caii optice dintre obiect si camera. OA, aplicata in imagistica
retiniand, permite vizualizarea conurilor si bastonaselor, leucocitelor din vase, laminei cribrosa,

stratului fibrelor nervoase retiniene, celulelor epiteliului pigmentar retinian (EPR).

Imagistica cu OA a schimbat modul in care cercetatorii si oftalmologii vad retina, ajutand
la clarificarea sau intelegerea structurii si functiei retiniene, a etiologiei a numeroase patologii.

Rezolutia imaginilor este similara cu cea histologica.



Camera de fund de ochi rtx1 TM (Imagine Eyes, Orsay, France) este un microscop care
foloseste tehnologia OA. O serie de studii a relevat beneficiile camerei rtx1 in evaluarea
afectarii retiniene la pacientii diabetici (Lombardo et al., 2013, 2014, 2016; Mariotti et al.,
2017; Zaleska et al., 2017; ZaIeSka-Zmijewska etal., 2019). Pacientii diagnosticati cu DZ | fara
RD au prezentat o0 scadere a densitatii conurilor alaturi de afectarea aranjarii lor spatiale.
Scaderea densitatii conurilor a fost corelata si cu anomalii ale metabolismului glucozei la
diabetici (Lombardo et al., 2014). Pe de alta parte s-au gasit modificari ale peretilor arteriolari,
raportului perete vascular/lumen la diabetici (Zaleska et al., 2017), si 0 scadere a densitatii
capilarelor perifoveal (Lombardo et al., 2013). Astfel imagistica cu OA poate depista precoce

modificarile retiniene la pacientii diabetici.

Studiile trecute au oferit informatii importante despre statutul conurilor si arteriolelor
retiniene la diabeticii cu sau fara retinopatie diabetica. Pacientii selectati au fost fie diabetici tip
I, fie tip 11, dar niciodata din ambele categorii de diabetici, in vederea evaluarii existentei unei

diferente semnificative intre categorii.

Aceasta lucrare doctorala isi propune investigarea abilitatii sistemului imagistic cu OA
(rtx1) de a detecta anomaliile microvasculare impreuna cu parametrii fotoreceptorilor in doua

cohorte de pacienti diabetici, tip I si tip Il, fara RD.

Partea speciala
Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Tncepand cu anii 2000 un nou instrument de imagistica retiniana a devenit disponibil.
Acesta uneste tehnologia opticii adaptive si imagistica retiniana in oftalmoscopia cu optica
adaptiva si aparitia lui deschide 0 noua era in retina medicala. Posibilitatea de a obtine imagini
retiniene de rezolutie inalta de unde se pot extrage informatii legate de parametrii
fotoreceptorilor si vaselor retiniene, similare celor oferite de analiza histologica, aduce noi
perspective in abordarea fiziologiei si fiziopatologiei retiniene. Motivatia alegerii afectarii
retiniene Tn diabet ca tema de cercetare tine de incidenta covarsitoare a diabetului zaharat n
populatie la nivel global (Cheloni et al., 2019) si de necesitatea elaborarii si rafinarii unei

metode de diagnostic a modificarilor retiniene Tnainte de aparitia oricarui semn clinic.



Diagnosticul precoce al retinopatiei diabetice este necesar pentru conservarea vederii si evitarea
complicatiilor. Tn plus, informatiile obtinute pot aduce clarificari noi despre fiziopatologia
modificarilor microvasculare si neuronale din diabetul zaharat (Sun et al., 2013).

Studii comparative folosind optica adaptiva s-au efectuat intre un lot control si un lot cu
diabet zaharat tip | sau cu diabet zaharat tip Il, insa nu exista niciun studiu care sa compare

acesti parametrii intre pacientii cu diabet zaharat tip | si diabet zaharat tip II.

Tn acest context, lucrarea aceasta isi propune sa depisteze modificarile retiniene aparute
n diabet Tnainte de aparitia oricarui sSemn clinic, cu realizarea comparatiei parametrilor si intre
cele doua tipuri de diabet zaharat. Studiile realizate in cadrul lucrarii de doctoral au avut ca
scop:

1. masurarea parametrilor fotoreceptorilor (densitate, spatiere si distributie spatiald) cu
camera retiniana rtx 1 la pacientii diagnosticati cu diabet zaharat tip I, tip 1l fara RD si la lotul
control si realizarea analizei statistice comparative intre grupuri

2. masurarea parametrilor arteriolelor retiniene (ramurilor temporale superioare si
inferioare) cu camera retiniana rtx 1, la emergenta de la periferia discului optic, la pacientii
diagnosticati cu diabet zaharat tip I, tip 1l fara RD si la lotul control si realizarea analizei
statistice comparative ntre grupuri

3. masurarea markerilor retinieni si vasculari oferiti de OCT, respectiv angio OCT la cele
3 grupuri, realizarea analizei statistice comparative intre grupuri

4. studiul leziunilor din retinopatia diabetica cu ajutorul camerei de fund de ochi cu optica

adaptiva si compararea imaginilor cu imaginile OCT, angio OCT

Metodologia cercetarii stiintifice

Primele trei studii ale acestei lucrari s-au bazat pe datele obtinute in urma analizei
imaginilor obtinute cu camera retiniana rtx 1 de la cele trei grupuri de interes (subiecti
diagnosticati cu diabet tip I, tip 1l si respectiv subiecti normali). Pentru studiul 111 s-au folosit
si datele obtinute din investigatiile OCT si angio OCT. Pentru studiul 1V, s-au descris leziunile

din retinopatia diabetica cu camera retiniana rtx 1.
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Pe de alta parte, investigatiile incluse in aceasta lucrare doctorala sunt efectuate de rutina
pentru screening-ul retinopatiei diabetice in clinica Retina.

Protocolul acestei cercetari a fost conceput si realizat in acord cu Declaratia de la
Helsinki, dupa normele si cu acordul Comisiei de Etica a Universitatii de Medicina si Farmacie
“Carol Davila”, dupa reglementarile legale in vigoare, cu informarea si obtinerea
consimtamantului subiectilor inclusi Tn studiu.

Tn studiu au fost incluse datele de la 57 de ochi, 20 pentru grupul control, 17 pentru grupul
diabet zaharat tip I si 20 pentru grupul diabet zaharat tip 1l. Participantii au fost alesi dintre

pacientii clinicii de oftalmologie Retina, din Bucuresti.

Criteriile de includere pentru grupurile pacientilor diabetici din studiu au fost: varsta
peste 18 ani; diagnostic de diabet tip | sau Il, dupa criteriile Asociatiei Americane de Diabet
(American Diabetes Association) (American Diabetes Association, 2018), stabilit cu minimum
1 an in urma,; lipsa retinopatiei diabetice, conform ghidurilor ETDRS (‘Grading diabetic
retinopathy from stereoscopic color fundus photographs--an extension of the modified Airlie
House classification. ETDRS report number 10. Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
Research Group.’, 1991); acuitate vizuala la distanta (BCVA — best corrected visual acuity) mai
mare sau egala cu 20/20

Criteriile de excludere n studiu au fost: viciu de refractie cu astigmatism mai mare de
2.50 D in valoare absoluta ; viciu de refractie sferic mai mare de 3 D in valoare absolute;
antecedente personale patologice oftalmologice de orice fel (incluzand opacitatea mediilor,
edem macular, tratamente cu laser, injectii intravitreene, chirugia cataractei sau alt tip de

chirurgie oftalmologica)

.....

grupurile de diabetici. fara antecedente personale patologice sistemice sau oftalmologice, la
momentul realizarii investigatiilor. Criteriile de excludere pentru grupul control au fost: viciu
de refractie cu astigmatism mai mare de 2.50D in valoare absoluta; viciu de refractie sferic mai
mare de 3D in valoare absoluta; antecedente personale patologice sistemice sau oftalmologice.

Examinarea subiectilor. Toti subiectii au beneficiat de un examen oftalmologic complet

care cuprinde: masurarea acuitatii vizuale maxim corectate (BCVA) la optotip ETDRS;
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masurarea presiunii intraoculare cu ajutorul unui tonometru non-contact Topcon; examen
biomicroscopic al polului anterior si posterior

Pentru dilatarea farmacologica a pupilei subiectilor s-au folosit Fenilefrina 10% si
Tropicamida 1%, céte o picatura. S-a preferat dilatarea farmacologica in cazurile Tn care pupila
a avut un diametru mai mic de 4.5mm.

Tn plus s-au realizat investigatii imagistice retinine pentru fiecare subiect In parte dupa
cum urmeaza:fotografie color si red free a fundului de ochi — cu aparatul DRI OCT Triton,
Topcon; scan SS OCT 1n regiunea maculara tip 3D macula 7x7 mm — cu aparatul DRI OCT
Triton, Topcon; scan angio OCT in regiunea maculara 3x3 mm — cu aparatul DRI OCT Triton,
Topcon; masurarea axului antero-posterior ocular utilizadnd biometria optica — cu aparatul
Aladdin, Topcon; fotografie a zonei parafoveolare si a arteriolelor retiniene folosind optica
adaptiva — cu camera de fund de ochi rtx1™ AO flood illumination (Imagine Eyes, Orsay,
France).

Statistica datelor a fost efectuata cu ajutorul software-ului IMB SPSS Statistics
(versiunea 23; Armonk, NY: IBM Corp). Testarea statistica de semnificatic a fost realizata
folosind teste parametrice si non parametrice. S-a considerat semnificativa valoarea pentru p <

0.05.

Studiul 1
Studiul parametrilor fotoreceptorilor la pacientii diabetici

In acest studiu, s-a utilizat camera de fund de ochi cu OA rtx1 pentru evaluarea
parametrilor conurilor la adulti diagnosticati cu diabet tip I, tip 11 si la voluntari adulti sanatosi.
Astfel a fost testat potentialul acestor parametri (densitatea conurilor, spatierea conurilor si
diagramele Voronoi) de a releva modificari subtile ale conurilor parafoveale inainte de orice
semn clinic de retinopatie. Achizitia imaginilor s-a realizat la o excentricitate de 2, 3 si 4 grade

de fovee, nazal, temporal, superior si respectiv inferior.

Obiectivul principal al acestui prim studiu din cadrul cercetarii doctorale a fost analiza
comparativa a parametrilor masurati la coordonatele mentionate in cele trei grupuri. Pana in
prezent s-au realizat comparatii intre parametrii fotoreceptorilor lotului control si lotului
diabeticilor (DZ tip | sau tip 1) (Lombardo et al., 2016; Soliman et al., 2016; Zaleska-
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Zmijewska et al., 2017). Cu toate acestea, nu a fost realizat inci niciun studiu care si compare

diabeticii tip | cu diabeticii tip Il din punct de vedere al parametrilor fotoreceptorilor si vaselor.
Rezultate

Densitatea conurilor in grupul diabeticilor tip | (diagnosticati cu diabet zaharat Th urma
cu 19.47 + 7.6 ani) si in grupul diabeticilor tip 1l (diagnosticati in urma cu 8.1 + 3.85 ani) a
fost intre 7-11% mai mica decat in grupul control. Tn plus, a fost stabilita 0 interactiune
semnificativa intre coordonate si apartenenta la grupul diabeticilor in ceea ce priveste variatia
densitatii conurilor pe meridianele nazal, superior si inferior.

Studiile deja publicate compara grupul control cu grupul diabeticilor tip I/ tip 11, dar
niciodata nu au comparat parametrii pacientilor cu DZ | cu cei ai pacientilor cu DZ 11. Aceste
este primul studiu, care efectueaza aceasta analiza. Desi am obtinut diferente semnificative ai
parametrilor fotoreceptorilor (densitate, distanta intre conuri) intre diabeticii tip I/11 si
subiectii normali (Fig. 1, 2), intre cele 2 grupuri de diabetici nu am gasit diferente
semnificative statistic.

Pe de alta parte, diferentele de distributie spatiala Tntre grupuri, nu sunt omogene in
totalitate cu cele demonstrate pentru ceilalti doi parametrii. Un motiv ar putea fi variatiile
acestui indicator in randul populatiei normale.

In cadrul aceluiasi grup, densitatea conurilor a scazut, iar distanta dintre conuri a crescut
cu cresterea distantei de fovee.

Diferente intre meridianele temporal si nazal in ceea ce priveste densitatea conurilor au
mai fost mentionate, insa meridianul cu mai multe conuri, fiind cel nazal (Feng et al., 2015;
Elsner et al., 2017). Tn studiul din aceasta lucrare doctorald meridianul temporal a prezentat o
densitate mai mare a conurilor, Tn toate grupurile, insa numai la unele excentricitati si pentru
media valorilor.

Cu toate acestea, a fost demonstrata o diferenta semnificativa intre medianele orizontal
si vertical la 3 si 4 grade excentricitate si intre mediile densitatilor conurilor acestor
meridiane. La adultii normali, acest aspect a fost confirmat si in alte studii (Legras, Gaudric si
Woog, 2018). Tntr-un studiu recent, am demonstrat o asimetrie mai mici la pacientii
diagnosticati cu DZI fata de subiectii sanatosi (Cristescu, Balta si Zagrean, 2019). Aceeasi

tendinta a fost demonstrata pentru ambele grupuri de diabetici Th comparatie cu grupul

13



control. Asimetria dintre meridiane a fost mai mare pentru grupul control (13% la 3 grade,
16% la 4 grade excentricitate, pe cand pentru grupurile diabeticilor aceasta a fost de 11% la 3
grade excentricitate si la 4 grade excentricitate a fost de 15% pentru diabeticii tip I si de 9%

pentru diabeticii tip 11). Aceasta asimetrie, denumita si anizotropie Tntre meridianul orizontal

si vertical, poate fi legata de modul in care ne folosim vederea. Cand citim, meridianul

orizontal este mai solicitat decét cel vertical. Studiile psihofizice au demonstrat o

sensibilitatea la contrast si 0 rezolutie spatiala superioare pentru meridanul orizontal fata de

cel vertical (Fuller, Rodriguez si Carrasco, 2008).

O asimetrie intre meridianele orizontal si vertical a fost observata si in ceea ce priveste

spatierea fotoreceptorilor, insa diferentele dintre meridiane in cele 3 grupuri au fost similare.

Tn plus, am verificat posibilitatea de a defini un model de regresie logistica care sa

determine apartenenta la grupurile diabeticilor, insa acest lucru a fost realizabil incluzand

numai cate un parametru si cu o0 acuratete de aproximativ 50%.
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Fig. 1. Mozaicul conurilor, avand
marcate meridianele si
excentricitatile pentru care s-a
facut analiza Tintre grupurile
control si al diabeticilor tip |
(pentru fiecare meridian, intre 2, 3
si respectiv 4 grade excentricitate).
Simbol stea -densitatea conurilor,
triunghi - spatierea conurilor, cerc
- distributia spatiala a conurilor

(indicele de aranjare eterogena)




Fig.2. Mozaicul conurilor, avand
marcate meridianele si
excentricitatile pentru care s-a
facut analiza intre grupurile
control si al diabeticilor tip Il
(pentru fiecare meridian, ntre 2,
3 si respectiv 4 grade
excentricitate)

Simbol stea -densitatea conurilor,
triunghi - spatierea conurilor,
cerc - distributia spatiala a
conurilor (indicele de aranjare

eterogena)

Studiul 2
Studiul parametrilor vaselor la pacientii diabetici

Oftalmoscopia cu optica adaptiva permite vizualizarea non-invaziva si cuantificarea
precisd a microvasculaturii. Recent a fost demonstrat ca imagistica retiniana care foloseste OA
poate fi un instrument valoros pentru evaluarea parametrilor arteriolari in vivo (Koch et al.,
2014).

Zaleska si colaboratorii (Zaleska et al., 2017) au gasit diferente Similare Tn ceea ce
priveste raportul perete vascular/lumen intre subiectii normali si prediabetici. Tn plus, diferente
semnificative statistic Tntre lotul control si cel prediabetic au fost obtinute si in ceea ce priveste
lumenul arteriolar. Pe de alta parte, acelasi colectiv a demonstrat ca atat raportul perete
vascular/lumen, aria sectiunii transversale, cat media peretilor vasculari prezinta diferente
semnificative statistic intre lotul control si lotul diabeticilor tip Il (Zaleska-Zmijewska et al.,
2019). Tn diabet, cresterea celulelor musculare netede si fibroza vasculara conduc la ingustarea
lumenului arteriolar. Din acelasi motiv, se mareste si valoarea raportului dintre peretelui
vascular/lumen (Kannenkeril et al., 2018).

Tn aceasta parte a cercetarii doctorale, s-a utilizat camera de fund de ochi cu OA rtx1

pentru evaluarea parametrilor ramurilor arteriolare temporale superioare/inferioare retiniene,
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aproape de emergenta din discul optic, la adulti diagnosticati cu diabet tip I, tip 1l si la voluntari
adulti sanatosi. Acesti parametrii sunt diametrul vasului (vessel diameter VD), grosimea
peretelui (wall thickness-WT), diametrul lumenului (lumen diameter-LD), raportul perete
vascular/lumen (wall to lumen ratio — WLR), aria sectiunii transversale a peretilor vasculari
(cross sectional area — WCSA), calculata pe baza diametrului vascular si a diametrului
lumenului, ca diferenta dintre aria cercului de raza egala cu raza vasului si aria cercului interior
de raza egala cu raza primului cerc minus grosimea interfatei medie-adventice .

Obiectivul principal al acestui al doilea studiu a fost analiza comparativa a parametrilor

masurati la coordonatele mentionate in cele trei grupuri.
Rezultate

Dintre parametrii studiati ai vaselor, doar raportul perete vascular/lumen a fost
semnificativ diferit intre grupul control si fiecare grup al pacientilor diabetici luat individual
(Fig.3). Pe de alta parte, intre grupurile de diabetici nu au fost gasite diferente semnificative
statistic. Acesta este primul studiu, in acest moment, care a comparat parametrii arteriolari
retinieni intre pacientii cu DZ | si DZ 11 folosind tehnologia OA.

Tn plus, am verificat posibilitatea de a defini un model de regresie logistica pentru a
verifica puterea de discriminare a raportului perete/ lumen vascular cu privire la apartenenta la
grupul control sau la oricare grup de diabetici. ). Modelul de regresie logistica a a explicat
31.7% din varianta si a clasificat corect 75.7% din cazuri. Predictorul a fost semnificativ
statistic.

Optica adaptiva ofera astfel un instrument valoros pentru cuantificarea modificarilor
microvasculare retiniene din diabet, care preced orice alt semn clinic specific retinopatiei
diabetice, conform clasificarilor ETDRS (Gallo et al., 2018).
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Fig. 3. Box-plot al rapoartelor dintre peretele vascular si lumen al vaselor studiate,
pentru fiecare din cele 3 grupuri incluse in studiu. Barele de eroare reprezinta eroarea

standard a mediei.

Studiul 3
Markeri OCT si angio OCT in retinopatia diabetica
Studii recente au demonstrat cd neurodegenerescenta retiniand, ca rezultat al
dezechilibrului dintre substantele neurotoxice si factorii neuroprotectori, este prezentd inainte
de semnele clinice ale afectarii microvasculare. Pornind de la aceastd ipoteza,

neurodegenerescenta retiniand poate anticipa aparitia modificarilor clinice (Villarroel et al.,

2010).

Studiile electrofiziologice si psihofizice sustin ideea afectarii neuronale inaintea celor

vasculare. Acestea au evidentiat modificari patologice inainte de orice afectare microvasculara

alterarea perceptiei culorilor, timpul prelungit de recuperare pe electroretinograma
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(Pescosolido si Buomprisco, 2014; Pescosolido et al., 2015). In plus, s-a observat la soarecii
diabetici o crestere a latentelor, o scadere a amplitudinii undelor, ceea ce sugereaza o afectare a

functiei retinei interne.

Grosimea retiniand a fost gasita diferita la diabetici cu sau fara retinopatie diabetica fata
de control sau s-a demonstrat o reducere a grosimii maculare pericentrale sau a straturilor

retiniene interne in macula la diabetici comparativ cu lotul control (Vujosevic si Midena, 2013).

Pe de alta parte, angio OCT permite vizualizarea plexurilor retiniene capilare in vivo, ceea
ce nu este posibil angiofluorografic. Fluoroangiografia nu poate face distinctia intre plexurile
superficiale si profunde si oferd imagini bidimensionale ale plexului capilar superficial. In
diabet, angio OCT permite detectarea modificarilor microvasculare inainte de decelarea lor
clinicd. Densitatea vasculard si zona avasculara foveald sunt markerii cel mai des utilizati in
detectia precoce a RD. Severitatea RD, functia vizuala si raspunsul la tratament se coreleaza cu
acestia (de Barros Garcia, Isaac si Avila, 2017; Mastropasqua et al., 2017). In plus, angio OCT
poate evidentia zonele retiniene neperfuzate, ca si semn potential al ischemiei maculare (Hwang

et al., 2016).

Scopul acestui studiu este compararea markerilor OCT si angio OCT intre cele 3 grupuri
studiate si evidentierea eventualelor diferente, cu scopul de a sugera o noua abordare in

screening-ul oftalmologic al pacientilor diabetici.

Comparativ intre grupuri au fost studiati urmatorii parametrii : grosimea subfoveala a
retinei, grosimea subfoveala a coroidei, grosimea ILM-RNFL (membrana limitanta interna-
stratul fibrelor nervoase retiniene), aria zonei avasculare foveale, densitatea vasculard masurata

in plexul capilar retinian superficial.
Rezultate

Nu au fost detectate diferente semnificative ale grosimilor retiniene si coroidiene si ale

ariilor zonelor avasculare foveale masurate in plexul capilar superficial intre grupuri.

Pe de alta parte, au fost semnificative diferentele intre densitatea vasculara retiniana a
plexurilor superficiale capilare intre loturile control si al diabeticilor tip I in cadranele
temporal (p<0.001), superior (p<0.001) si inferior (p=0.001), dar si parafoveal (luand in

calcul mediile artimetice ale densitatilor din toate cadranele). Desi nu a fost nicio diferenta
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semnificativa statistic intre lotul control si al diabeticilor tip II, am gasit o diferenta intre
loturile diabeticilor tip I si II in cadranele temporal (p=0.045) si superior (p=0.021), un motiv

putand fi legat de diferenta de durata a diabetului dintre cele doud grupuri.

Lipsa diferentelor semnificative ale dimensiunii FAZ, dar in prezenta reducerii
semnificative a densitdtii vasculare a plexului capilar superficial in prezenta diabetului zaharat
tip I este confirmata de studii recente (Lima-Gémez, Razo Blanco-Herndndez si Somilleda-
Ventura, 2018). Identificarea reducerii densitatii vasculare parafoveale sustine conceptul

afectarii neuronale precoce.

Modificarile de densitate ale plexului capilar superficial, localizat la nivelul stratului
fibrelor nervoase retiniene si celulelor ganglionare, pot aparea inainte de disfunctia neuronala
retiniand. In acest studiu am observat alterea densitatii retiniene, insa nu si a RNFL-ului (cu
exceptia cadranului nazal intern, intre diabeticii tip I si control, p=0.01) la pacientii diabetici

fara RD, comparativ cu subiectii normali.

Fig. 4. Reprezentarea grafica a cadranelor pentru
care s-au obtinut diferente semnificative statistic
ale densitatilor vasculare in plexul capilar
superficial (pentru temporal Tintre grupurile
control*DZ | si DZ | * DZ Il, pentru superior intre
grupurile control*DZ | si DZ | * DZ I, pentru

inferior intre grupurile control*DZ 1)

Studiul 4
Leziunile retinopatiei diabetice studiate cu ajutorul camerei de fund de ochi cu

optica adaptiva

Afectarea retiniand din diabet poate conduce la orbire. Tipul diabetului, presiunea

arteriald si valorile glicemiei sunt legate de debutul si progresia RD. Dupd cum am mentionat
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in capitolele anterioare, la scdderea vederii contribuie atdit mecanisme microvasculare, cat si
neurodegenerative. Stadializarea retinopatiei diabetice depinde de aprecierea semicantitativa a
leziunilor retiniene din punct de vedere morfologic si topografic. In departamentele de retina
medicald, aceste leziuni sunt evaluate prin examen oftalmologic direct sau teleoftalmologie prin

fotografii ale fundului de ochi sau scan-uri de tomografie in coerenta optica (Sim et al., 2016).

Cu toate acestea, pe langa rezolutia inaltd si contrastul tomografiei in coerentd optica,
detectia leziunilor retiniene de dimensiuni mici si contrast poate fi o provocare datorita
aberatiilor optice aparute in polul anterior ocular. Identificarea timpurie a acestor leziuni
diabetice poate fi un factor valoros in diagnosticul precoce al RD. In plus, studierea
modificarilor in timp ale acestor leziuni printr-o procedurd non-invazivd poate ajuta la

intelegerea fiziopatologiei bolii.

Desi cu oftalmoscopia cu OA s-au studiat vasele si fotoreceptorii, cunoasterea generala

despre aspectul leziunilor RD pe imaginile de OA trebuie rafinata.

In acest studiu se vor prezenta modificiri calitative ale RD utilizind camera de fund de
ochi cu OA, rtx1 (Imagine Eyes, Orsay, France), SS OCT, OCT angiography si poza de fund de

ochi.
Rezultate

Prezentul studiu al acestei lucrari doctorale si-a propus documentarea leziunilor precoce n
RD utilizand o camera de fund de ochi cu OA si vine ca o completare a unor studii deja publicate
(Bek, 2014). Astfel, a fost utilizat in acesasta cercetare angioOCT-ul ca investigatie

suplimentara pentru identificarea noninvaziva a microanevrismelor.

Microanervrismele si hemoragiile punctiforme au fost leziunile cele mai comune intélnite
in retinele studiate. Exsudatele dure au fost insotite de edem retinian pe scanurile SS-OCT. Pe

de alta parte, nu au fost identificate exsudate moi la niciun pacient.

Prezenta microanevrismelor pe imaginile OA a fost confirmata de angio OCT, fotografiile
de fund de ochi si de scan-urile SS-OCT. Hemoragiile au fost identificate ca leziuni
hiporeflective cu margini distincte. Desi nu s-a putut face distinctia dintre hemoragii si
microanevrisme pe fotografiile standard si red free de fund de ochi, acest lucru a fost posibil pe

angio OCT si pe imaginile retiniene de OA, prin lipsa zonelor hiperreflective (Fig. 5.)
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Fig. 5. (a), (b) Fotografii standard si red free de fund de ochi ale unui pacient cu
microanevrisme si hemoragii. (c), (d) Ariile selectate in fotografiile precedente, (a) si (b), la
magnificatie mai mare. Sdageata mare indica un microanevrism si capetele sagetilor indica
hemoragii retiniene. (e) Imagininea de optica adaptiva, corespunzatoare imaginilor (c) si (d).
Leziunea neagra cu hiperreflectivitate internd marcata cu 0 sdgeatd mare este un
microanevrism. Leziunile negre marcate cu sdgeti mici sunt hemoragii retiniene. (f)

Angiografia OCT a evidentiat numai una din leziunile de mai sus, s anume microanevrismul.
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Fig. 6. (a) Fotografii standard si red free de fund de ochi ale unui pacient cu exsudate dure si
edem retinian. (b) Tomografia in coerenta optica (OCT) corespunzatoare sagetii verzi din (a)
evidentiaza exsudatele dure din straturile retiniene mijlocii. (c) Mozaicul conurilor in imagistica
cu optica adaptiva, sagetile mici indica exsudate dure. (d) magnificatia treimii superioare a
imaginii (c), unde pe langa exsudatele dure (sageti mici), se poate vedea efectul edemului asupra
imaginii retiniene. (e) magnificatie a imaginii (d), detaliu al unui exsudat dur, cu zone de hipo §i
hiperreflectivitate. (f) magnificatie a imaginii (d), detaliu a doua exsudate dure si al edemului

retinian, spatiile chistice au o linie de demarcatie precisa, aspect indicat de sageata mare

Concluzii si contributii personale

Rezultatele prezentate in aceastd lucrare doctorala deschid o noua abordare a afectarii

retinienei din diabetul zaharat.
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Demonstrarea faptului ca afectarea neuronala este un element caracteristic retinopatiei
diabetice, decelabil Tnainte de modificarile clinice, atét in studiile experimentale, cat si in cele
post-mortem, a creat noi perspective de diagnostic. Pornind de la acest aspect, o data cu aparitia
de noi metode imagistice de rezolutie inalta, s-a pus discutia studierii cantitative si calitative a

modificarilor straturilor retiniene.

Optica adaptivd Tn imagistica retiniana deschide o noua era in studiul retinei si in
particular, al retinopatiei diabetice. Aceastd lucrare doctorald contine rezultatele primei
cercetiri de acest tip din Romania. In plus, aceasta include primul studiu care face comparatie
ntre cele doua tipuri de diabet zaharat, cu referire la parametrii fotoreceptorilor si arteriolelor

retiniene.

Rezultatele acestui studiu pilot sustin teoria neurodegenerativa conform careia celulele
neuronale retiniene, inclusiv fotoreceptorii, sunt afectati de timpuriu in diabetul zaharat.
Scaderea densitatii conurilor este legata de prezenta diabetului, dupa cum s-a demonstrat, chiar
si Tn absenta semnelor clinice de retinopatie diabetica. Cu toate acestea, datorita variabilitatii
mari a acestui indicator in populatia generala sanatoasa, diferentele statistic semnificative inca
nu pot fi considerate clinic semnificative. Pe de alta parte, comparatii directe cu alte studii
similare sunt greu de realizat, pentru ca densitatea conurilor a fost evaluata Tn regiuni retiniene
diferite, pe loturi de pacienti cu grupe de varsta diferite, cu durati a diabetului diferita. Tn acest
context este necesara 0 evaluare multicentrica, pe loturi mai mari de pacienti diabetici, de
diferite stadii ale retinopatiei diabetice, dupa un protocol standardizat. Tn plus, se poate studia
efectul unor terapii (laser, injectii intravitreene) asupra parametrilor fotoreceptorilor. In plus,

intre grupurile de diabetici, nu au fost diferente semnificative ale densitatilor conurilor.

Pe de alta parte, studiul spatierii conurilor cu software-ul oferit de producator, iain calcul
doar distanta fata de cel mai apropiat fotoreceptor, considerand aranjarea conurilor in structuri
hexagonale perfecte. Protocolul de studiu al altor grupuri de cercetare a stabilit calculul spatierii
conurilor prin calculul mediei aritmetice de la centrul fiecarui con la centrele a sase conuri
vecine intr-o arie de 9.6 um, cu ajutorul unui software dezvoltat separat. In orice caz, s-a
demonstrat cd distanta dintre fotoreceptori creste cu cét distanta de fovee creste, in toate cele
trel grupuri si ca existd diferente semnificative intre grupurile control si diabet I/II, distantele

dintre fotoreceptori fiind mai mari la diabetici, la coordonate similare. In plus, intre grupurile
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de diabetici, la fel ca in cazul densitatii, nu au fost diferente semnificative in ceea ce priveste

spatierea conurilor.

Analiza diagramelor Voronoi, desi cu rezultate nesuperpozabile intre grupuri in studiul
din aceasta lucrare, oferd informatii importante despre mozaicul conurilor. Aceasta doar
impreund cu densitatea si spatierea fotoreceptorilor poate furniza detalii despre integritatea
mozaicului conurilor, utilizarea parametrilor multiplii si complementari oferind anumite
avantaje. Ca si directie viitoare de cercetare, este necesara stabilirea unor valori prag standard
ale datelor normative pentru fiecare parametru in parte pentru definirea unei imagini de
ansamblu mai complete. In plus, se pot detalia variatiile fiziologice si patologice ale
parametrilor intre subiecti, dar si intre ochii congeneri. Informatiile adunate pot conduce la
dezvoltarea unor algoritmi de diagnostic specifici pentru fiecare stadiu al retinopatiei diabetice.
Valorile de referinta pentru diferite locatii retiniene pot servi astfel in orientarea diagnosticului

in cazurile posibil anormale.

Diferenta densitatilor conurilor dintre meridianele orizonal si vertical a fost semnificativa
statistic pentru toate cele trei grupuri. Aceasta anizotropie este speculati a fi legata de felul cum
vedem, meridianul orizontal fiind mai solicitat atunci cand citim si din acest motiv acesta are o
densitate mai mare a conurilor. in plus, asimetria a fost mai pronuntati in grupul control, fata
de grupurile diabeticilor. Aceasta variatie a anizotropiei dintre meridiane poate fi explicata prin
afectarea functionald subclinica a fotoreceptorilor la pacientii diabetici. Diferente intre cele
doud meridiane au fost prezente si In ceea ce priveste spatirea fotoreceptorilor, insd fard a decela

o0 asimetrie mai mare in vreunul dintre grupuri.

In ceea ce priveste parametrii vasculari retinieni, rezultatele obtinute in aceasta lucrare
sunt sustinute de rezultatele deja communicate ale evaludrii geometrice vaselor retiniene,
utilizand optica adaptiva sau imagini stereoscopice ale fundului de ochi. Dilatatia arteriolara a
fost asociata cu valori crescute ale glicemiei si cu progresia RD. Venodilatatia este asociata cu
modificari patologice ale retinei in diabet si poate fi un mecanism compensator pentru a creste
fluxul sanguin necesar retinei diabetice hipoxice. Cresterea diametrului venulelor a fost
detectatd impreund cu cresterea concentratiei moleculelor inflamatorii la nivelul ochiului.
Scaderea diametrului venulelor este un marker folosit pentru evaluarea raspunsului

panfotocoagularii laser retiniene in retinopatia diabetica proliferativa. Avand in vedere ca in
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aceasta lucrare s-au evaluat diferentele geometrice dintre arteriole, este necesar ca studiile
viitoare cu oftalmoscopia cu optica adaptiva sa se concentreze si asupra venulelor retiniene la
pacienti cu diferite stadii ale RD. Un element de noutate in reprezinta lipsa oricaror diferente
semnificative ale parametrilor vasculari intre grupurile de diabetici, lucru stabilit pentru prima

data.

Optica adaptiva deschide noi perspective de evaluare a modificarilor microvasculare din
diabet. Masuratorile obtinute cu acest instrument sunt mai exacte si mai complete ca cele
obtinute din analiza fotografiilor stereoscopice ale fundului de ochi. Rezolutia inaltd a
aparatului permite masurarea in vivo a peretilor vasculari, lumenului, diametrului, raportului
perete vascular/lumen, ceea ce pand acum era posibil doar invaziv. In plus, cu algoritmi
adaptati, este posibila si masurarea capilarelor retiniene parafoveale. Studii viitoare sunt
necesare pentru corelatia parametrilor vasculari cu diferitele stadii ale RD, progresia acestuia,

dar si pentru corelatia cu diferiti factori de risc.

Tomografia in coerentd opticd (OCT-ul) este instrumentul care a modificat abordarea
bolilor retiniene. Cu o rezolutie axiald de 3 um, permite distinctia si masurarea straturilor
retiniene. Modificari ale grosimii retiniene si coroidiene au fost depistate la pacientii diabetici
cu sau fard retinopatie. Straturile unde exista neuroni pot fi masurate selectiv, fiind posibila
astfel estimarea daca existd procese de neurodegenerescentd retiniand tnainte de semnele clinice
ale RD. O scddere a stratului celulelor ganglionare sau a stratului fibrelor nervoase retiniene

poate deveni o variabila surogat pentru afectarea structurala neuronala retiniana.

Angiografia OCT este un instrument aditional oferit de OCT. Fata de fluoroangiografie
are avantajul ca rezolutia lui inalta permite identificarea capilarelor si cuantificarea densitatilor
plexurilor retiniene superficiale si profunde. Desi nu poate detecta leakage-ul vaselor, acest
lucru nu este necesar pentru evaluarea modificarilor precoce ale retelei capilare la pacientii fara
retinopatie. A fost identificatd o scadere a densitatii vasculare parafoveale a diabeticilor, 1n
comparatie cu subiectii normali. Aceasta modificare a aparut fard scaderea ariei FAZ (zona
avasculara foveald). Acesta este cel mai precoce semn al afectdrii microvasculare induse de
diabet, masurat cu aparatele existente pana la oftalmoscopia cu opticd adaptive, semn observat

de altfel si in aceastd lucrare. Rezultatele studiilor cu aceste instrumente sustin teoria
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neurodegenerescentei retiniene din diabet, inainte de aparitia semnelor clinice. O posibila cauza

este perfuzia deficitara, rezultata dintr-o densitate vasculara parafoveald scazuta.

Pe de alta parte, faptul ca oftalmoscopia cu optica adaptiva a reusit sa deceleze diferente
semnificative ale parametrilor fotoreceptorilor inainte de modificarile FAZ la pacientii diabetici
fara RD, sustine ideea ca oftalmoscopia cu optica adaptiva are capacitatea de a decela modificari

retiniene din diabet Tnainte de orice altd investigatie imagistica existenta.

In plus, autorititile in domeniu recomandi un screening oftalmologic regulat al
pacientilor diabetici. Insd, o datd cu cresterea alarmanti a cazurilor nou diagnosticate de
retinopatie diabetica, resursele materiale si umane necesare pentru a acoperi aceasta necesitate
sunt din ce 1n ce mai mari. Astfel, fotografia de fund de ochi a fost demonstrata a fi o buna
alternativa oftalmoscopiei directe in contextul telemedicinei. Mai mult, progresele din
domeniul inteligentei artificiale au demonstrat rezultate bune in stadializarea retinopatiei
diabetice. In viitor implicarea unor loturi mai mari in cercetarea utilizand camera de fund de
ochi cu optica adaptiva cu algoritmi de machine learning poate permite furnizarea de informatii
pretioase despre statusul retinian si nu numai al subiectilor investigati. Acest lucru a fost realizat

deja cu succes pentru fotografiile de fund de ochi.

Din punct de vedere al contributiei personale, elementele de noutate aduse in ceea ce
priveste modalitatile de evaluare ale afectdrii neurovasculare din diabetul zaharat raspund
cerintelor actuale de rafinare a metodelor imagistice in acest sens. In urma analizei datelor, s-
au obtinut diferente semnificative ale parametrilor conurilor intre grupul control si grupurile
diabeticilor, care confirma literatura de specialitate din acest moment. In plus, s-a realizat pentru
prima data comparatia parametrilor conurilor si vaselor intre grupurile de diabetici. Desi durata
diabetului a fost remarcabil mai mare In grupul diabeticilor tip I, nu au fost diferente
semnificative statistic intre grupuri in ceea ce priveste parametrii conurilor si vaselor intre
diabeticii tip I si diabeticii tip II. Acest aspect ridicd noi intrebari in intelegerea fiziopatologiei
din aceastd afectiune. Mai mult, s-a cdutat o corelatie intre acesti markeri si cei masurati prin
angiografia asociata tomografiei prin coerentd opticd. A fost demonstrata existenta unei corelatii
intre raportul perete vascular/lumen si densitatea vasculard parafoveald, insa cercetari viitoare

mai consistente sunt necesare pentru a trage o concluzie valida. Pe de alta parte, s-a realizat o
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documentare a leziunilor retiniene din retinopatie diabetica utilizind camera retiniana rtx1 si

OCT-ul si angio OCT-ul.

Cu toate acestea, studiile cuprinse Tn prezenta lucrare doctorald au anumite limitiri. Tn
primul rand este vorba de rezolutia limitata a camerei de fund de ochi utilizata, care nu permite
cuantificarea conurilor Tn centrul maculei. Aceste limitari tehnice impiedica determinarea unor
eventuale modificari induse de diabet Tn aceastid zona. In al doilea rand, procedura de
investigatie consta Tn analiza repetata a unor suprafete patrate cu latura de 80 pm ale caror
coordonate sunt alese de investigator. Acest lucru face analiza consumatoare de timp. Tn al
treilea rand, un studiu mai amplu, pe loturi mult mai extinse, care sa includa pacienti diabetici
cu diferite stadii de retinopatie diabetica este necesar. Alta limitare a studiului a constat in
dificultatea selectiei pacientilor din grupul diabeticilor tip 11, lipsa tulburarilor cristaliniene fiind
un criteriu de includere important.

In concluzie, evaluarea pacientilor diabetici ar trebui si combine testele functionale cu
cele imagistice, care sa includd tomografia in coerentd optica si oftalmoscopia cu optica
adaptiva, cu scopul de a detecta ordinea afectarii in unitatea neurovasculara retiniand si de a
defini strategiile managementului acestei patologii, avand in vedere si afectarea diabeticd a altor
organe. Studii viitoare pe loturi mai largi de subiecti sunt necesare, dupa un protocol
standardizat, cu introducerea in analiza statisticd si a valorilor markerilor serici dozati in

diabetul zaharat.

Prezenta lucrare doctorala a demonstrat beneficiile aduse de camera de fund de ochi rtx1
imagisticii retiniene. Oferind imagini de rezolutie inalta in-vivo, similare cu analiza histologica,
camera rtx1 poate avea o contributie remarcabild in detectia precoce a modificarilor retiniene

din diabet.

Abrevieri

Angio OCT — angiografie OCT
OA - optica adaptiva

DZ | — diabet zaharat tip |

DZ Il — diabet zaharat tip Il
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EPR — epiteliu pigmentar retinian

ETDRS - Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
FAZ — zona avasculara foveala (foveal avascular zone)
OCT - tomografie computerizata in coerenta optica
RD - retinopatie diabetica

RDNP — retinopatia diabetica neproliferativa
RDP — retinopatie diabetica proliferativa

VEGF — vascular endothelial growth factor
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