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Abbreviazioni e acronimi

ANG-2 = Angiopoietina-2

BMI = Body Mass Index

BVCA = Best-Corrected Visual Acuity
CC = Plesso Coriocapillare

CFP = Circularity Index

CMT = Central Macular Thickness
DCP = Plesso Capillare Profondo

DM = Diabete Mellito

DME = Edema Maculare Diabetico
DMI = Ischemia Maculare Diabetica
DRIL = Disorganization of the Retinal Inner
Layers

DRN = Neuropatia Retinica Diabetica
ELM = Membrana Limitante Interna
EPR = Epitelio Pigmentato Retinico
ERG = Elettroretinografia

EZ = Ellissoid Zone

FA = Angiografia con Fluoresceina
FAZ = Zona Avascolare Foveale

FD = Fractal Dimension

GCL = Ganglion Cell Layer

HRF = Foci Intraretinici Iperriflettenti
ICP = Plesso Capillare Intermedio
INL = Inner Nuclear Layer

IPL = Inner Plexiform Layer

IQR = Intervallo Interquartile

IR = Inner Retina

IRMA = Anomalie Microvascolari
Intraretiniche

MA = Microaneurismi

NPA = Non Perfusion Area

NVD = Neovascolarizzazione del Disco
Ottico

NVE = Neovascolarizzazione Retinica

OCT = Tomografia a Coerenza Ottica

OCT-A = Angiografia con Tomografia a
Coerenza Ottica

ONL = Outer Nuclear Layer

OPL = Outer Plexiform Layer

OR = Outer Retina

PD = Perfusion Density

PIGF = Placentar Growth Factor

PRN = Pro Re Nata

PRP = Pan Retinal Photocoagulation

RD = Retinopatia Diabetica

RDNP = Retinopatia Diabetica Non
Proliferante

RDP = Retinopatia Diabetica Proliferante
RNFL = Retinal Nerve Fiber Layer

RPE = Retinal Pigment Epithelium

SCP = Plesso Capillare Superficiale

SD = Deviazione Standard

SRF = Fluido Sottoretinica Subfoveale

SS = Swept Source

TGF-beta = Transforming Growth Factor-beta
TR = Total Retina

VA = Acuita Visiva

VD = Vessel Density

VDI = Vessel Dimater Index

VEGF = Vascular Endothelial Growth Factor
VLD = Vessel Length Density

VRI = Vitreoretinal Interface



Abstract

DISEGNO DELLO STUDIO. Studio prospettico, trasversale e comparativo caso-
controllo.

OBIETTIVO. Valutare e confrontare diversi biomarcatori quantitativi non invasivi della
retina relativi al danno microvascolare e alla neurodegenerazione in pazienti affetti da
retinopatia diabetica non proliferante (RDNP) lieve e moderata, con o senza microaneurismi
(MA) che coinvolgono i 3 mm centrali della macula.

METODI. Sono stati inclusi nello studio 97 occhi con RDNP, 48 con MA centrali (gruppo
MA) e 49 senza MA centrali (gruppo noMA). Questi sono stati sottoposti a un esame
oculistico completo, fotografia del fondo a colori (EIDON, CenterVue, Padova, Italia) e
tomografia a coerenza ottica (OCT) e OCT-angiografia (OCT-A) con strumento swept-
source (DRI OCT Triton plus, Topcon Medical Systems Europe, Milano, Italia). I principali
criteri di esclusione sono stati: qualsiasi malattia oculare diversa dalla RDNP lieve/moderata,
edema maculare diabetico concomitante (DME) e scarsa qualita dell'immagine. Tramite
OCT sono stati valutati lo spessore maculare centrale, lo spessore dello strato delle fibre
nervose retiniche (RNFL), dello strato delle cellule gangliari (GCL+) e del complesso
NFL+GCL+ (GCL++). Tramite OCT-A 3%x3 mm dei plessi capillari superficiale e profondo
(SCP/DCP) sono stati valutati: area, perimetro e indice di circolarita della FAZ (utilizzando
Imagel); perfusion density e vessel density (PD/VD) e dimensione frattale (FD) (tramite
MATLAB). Tutte le valutazioni sono state effettuate sullimmagine completa e dopo
suddivisione in 4 quadranti (superiore, temporale, inferiore e nasale). L'analisi statistica ¢
stata eseguita utilizzando il test di Mann—Whitney U.

RISULTATI. Nel gruppo MA, sono stati rilevati un totale di 77 MA (17 (22%) nel SCP, 36
(46.8%) nel DCP e 24 (31.2%) che coinvolgevano sia SCP che DCP). Il gruppo MA ha
mostrato: un aumento dell'area e del perimetro della FAZ (p=0.0079, p=0.0045) e una
riduzione del CI (p=0.0336) nel SCP; un aumento dell’area e del perimetro FAZ (p=0.0172,
p=0.017) nel DCP. Inoltre, sono stati riscontrati una riduzione di VD e FD nel SCP
(p=0.0003, p=0.0083) e una riduzione di PD, VD, FD nel DCP (p=0.0047; p=0.0006;
p=0.0022) rispetto al gruppo noMA. Dopo la suddivisione nei 4 quadranti si ¢ trovata una
riduzione di VD e FD in SCP (p=0.022, p=0.058) e DCP (p=0.0415, p=0.0278) nel quadrante
inferiore e una riduzione di VD nel SCP (p=0.0568) nel quadrante nasale. Non sono state
rilevate differenze statisticamente significative tra i due gruppi nei parametri OCT di
neurodegenerazione.

CONCLUSIONL. II presente studio ha evidenziato un danno microvascolare maculare piu
pronunciato nelle fasi iniziali della retinopatia diabetica in associazione alla presenza di MA
centrali. L’ischemia in questi occhi sembra essere correlata ad una perdita dei piccoli rami
vascolari terminali, come indicato dalla riduzione della dimensione frattale; 1’ischemia
potrebbe favorire la formazione di MA nella macula degli occhi con RD. Sono necessari
ulteriori studi, pit ampi e con un disegno longitudinale, per comprendere meglio la relazione
tra MA e ischemia maculare e la loro correlazione con lo sviluppo di DME.



CAPITOLO PRIMO - INTRODUZIONE

1.1 LA RETINOPATIA DIABETICA

La retinopatia diabetica (RD) ¢ una delle pitt importanti complicanze del diabete mellito
(DM) sia di tipo 1 che di tipo 2.! Sebbene storicamente sia sempre stata classificata come
una complicanza puramente microvascolare del diabete, le evidenze scientifiche degli ultimi
anni hanno portato ad una ridefinizione della malattia che oggi viene considerata una
patologia inflammatoria di basso grado coinvolgente tutti gli elementi cellulari presenti a
livello retinico: cellule vascolari, neuronali e gliali.?

Queste cellule costituiscono quella che viene definita [’unita neurovascolare della retina e
sono strettamente connesse nel formare la cosiddetta barriera emato-retinica, la quale regola
I’ambiente cellulare al fine di garantire un corretto apporto di ossigeno, nutrienti e una
corretta trasmissione sinaptica.> Nel paziente affetto da DM, I’integrita di questa struttura
anatomica e funzionale viene meno a seguito di uno stato di iperglicemia cronica.

Questo porta all’attivazione di diverse vie metaboliche a livello retinico che portano a

disfunzione endoteliale, inflammazione e neurodegenerazione.'->*

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

La retinopatia diabetica ¢ un’importante e frequente complicanza del diabete mellito di tipo
1 e 2, interessando circa un terzo della popolazione diabetica, nonché la complicanza
oculistica piul frequente.! E la principale causa di perdita visiva irreversibile nei paesi
industrializzati in pazienti di eta compresa tra 20 e 64 anni ed ¢ responsabile del 10% dei
nuovi casi di cecita ogni anno;’ il rischio di cecita nei pazienti diabetici € circa 25 volte

maggiore rispetto a quello del resto della popolazione.!

La prevalenza varia dal 30% al 45% tra i pazienti con diabete, con numeri simili negli uomini
le d 3 alti necli af icani e pitl bassi neli asiatici !

e nelle donne, piu alti negli afroamericani e piu bassi negli asiatici.

L’aumento osservato negli ultimi anni e la diversita tra le etnie potrebbero avere diverse

ragioni: I’aumento dell’obesita, I’aumento dell’assunzione di zuccheri raffinati, la diagnosi



piu precisa e precoce del disturbo metabolico glicemico, 1’aumento dell’aspettativa di vita
della popolazione generale e del paziente con DM.!

Nei prossimi anni, come conseguenza di una maggiore aspettativa di vita e quindi di una
popolazione che tendera ad invecchiare, I'impatto della disabilita visiva associata alla
retinopatia diabetica ¢ destinato ad aumentare ulteriormente. Si prevede, infatti, che il
diabete mellito aumentera rapidamente in tutto il mondo, in quanto la prevalenza aumentera
di circa il 25% entro il 2030 e del 51% entro il 2045, e che rappresentera la principale causa

di cecita nella popolazione anche nei paesi in via di sviluppo.!

1.1.2 FATTORI DI RISCHIO

I fattori di rischio della retinopatia diabetica sono strettamente correlati e trovano
corrispondenza in quelli considerati anche per il diabete mellito.

Si possono distinguere in due macrocategorie: i fattori di rischio primari e secondari.

Tra i fattori di rischio primari, i principali sono:
- Deta;
- il sesso, se ad esordio giovanile la frequenza di RD ¢ piu elevata nei maschi, mentre
se I’esordio ¢ piu tardivo non sono state riscontrate differenze;
- la durata di esposizione alla malattia;
- uno scarso controllo glicemico;

- Dipertensione arteriosa mal controllata.!

Tra 1 fattori di rischio secondari, i principali sono:

un clevato BMI;

- la dislipidemia;

- la puberta;

- la gravidanza;

- la nefropatia;

- la chirurgia della cataratta, in quanto provoca uno stimolo infiammatorio che pud

favorire una piu facile evoluzione della malattia.'



1.1.3 STORIA NATURALE E SINTOMATOLOGIA

La retinopatia diabetica puo rimanere asintomatica fino a fasi avanzate della malattia qualora
non vi sia un coinvolgimento della macula, porzione retinica centrale responsabile
dell’acuita visiva. In questi casi risultano fondamentali i programmi di screening della RD
eseguiti mediante esame del fondo oculare, al fine di individuare precocemente casi di
malattia che risulterebbero altrimenti misconosciuti. Al contrario, con I’interessamento della
macula (che si puo verificare a qualunque stadio di malattia), anche la sintomatologia si puo
presentare in stadi piu iniziali di malattia.?

I pazienti senza interessamento maculare potrebbero comunque avvertire alterazioni della
sensibilita al contrasto e del campo visivo che comporterebbero difficolta in attivita comuni
della vita quotidiana, come la guida e la lettura.

Altri sintomi riscontrabili nei pazienti affetti da retinopatia diabetica possono essere:
miodesopsie, descritte come macchie scure che si muovono con il movimento degli occhi,
visione offuscata, metamorfopsie (visione distorta delle immagini), discromatopsia (alterata

percezione dei colori).!

1.1.4 ISTOLOGIA
Dal punto di vista istologico, le manifestazioni della retinopatia diabetica sono:

1. La disfunzione dell’endotelio vascolare

Si riferisce alla perdita della capacita dell'endotelio di svolgere funzioni fisiologiche
come fibrinolisi, vasodilatazione e anti aggregazione piastrinica.

L’iperglicemia ¢ la principale causa di alterazione della funzione endoteliale ma,
nonostante il ripristino dell'ambiente biochimico a uno stato normoglicemico, la
disfunzione dell’endotelio pud comunque progredire a causa di meccanismi diversi

come:

* stress ossidativo;
* cascate inflammatorie localizzate;
* deplezione dei livelli di ossido nitrico;

2. La formazione del microaneurisma diabetico

3. L’ischemia retinica.'>°




1.1.5 CLASSIFICAZIONE

La classificazione attualmente in uso della RD si basa sulla concezione storica di malattia
come complicanza microvascolare del DM e si basa pertanto sulla visualizzazione delle
alterazioni vascolari all’esame del fondo oculare.”

La RD si divide in due grandi gruppi in base alla presenza o meno di proliferazioni
neovascolari a partenza dal disco ottico o dalla retina e aggettanti nel corpo vitreo:

distinguiamo quindi una pit precoce RD non proliferante e la pit grave RD proliferante:!

- Retinopatia diabetica non proliferante (RDNP)

Nella retinopatia diabetica non proliferante il danno principale consiste nella lesione
endoteliale, la quale a sua volta porta alla formazione del primo segno clinicamente visibile
della malattia: i microaneurismi.

La retinopatia diabetica non proliferante viene a sua volta definita con una sotto

classificazione:

assente, se non sono presenti segni di retinopatia diabetica;

- lieve, con presenza di soli microaneurismi;

- moderata, con presenza di emorragie;

- grave, con piu di 20 emorragie in ciascuno dei quattro quadranti e/o vene a corona di
rosario in piu di due quadranti e/o anomalie microvascolari intraretiniche (IRMA) in

almeno un quadrante, seguendo la “regola del 4-2-1"."7



International classification of diabetic retinopathy (American Academy of Ophthalmology)

stage Dilated Ophtha!mo.scopy Observable Severity
Findings
| No abnormalities No DR
Mild non-
Il Micro-aneurysms only proliferative
DR
Any of the following:
- micro-aneurysms Moderate
" - retinal dot and blot haemorrhages non-
- hard exudates or cotton wool spots proliferative
No signs of severe non-proliferative DR
diabetic retinopathy
Any of the following:
- more than 20 intra-retinal
hemorrhages in each of 4 quadrants
- definite venous beadingin 2 or more Severe non-
v quadrants proliferative
- prominent intra-retinal microvascular DR
abnormality (IRMA) in 1 or more
quadrants
No signs of proliferative retinopathy
One or both of the following: . .
o Proliferative
\ - Neovascularization
. . DR
- Vitreous/pre-retinal hemorrhage

Le lesioni principali che si possono riscontrare nella retinopatia diabetica non proliferativa

SONno:

- 1 microaneurismi = lesioni puntiformi di colore rosso con diametro tra 25 e¢ 100
micron, caratterizzate da dilatazione sacciforme della parete capillare a seguito della
perdita di periciti. Il loro numero e il tasso di turnover correlano con il rischio di
progressione della malattia;’

- le emorragie = con conformazione puntiforme e a macchia se intraretiniche, a
fiamma se situate nello strato delle fibre nervose;

- gli essudati duri = lesioni giallastre a margini netti costituite prevalentemente da
lipoproteine e macrofagi infarciti da lipidi;

- 1 noduli cotonosi = lesioni biancastre a margini sfumati conseguenti a fenomeni
ischemici a livello dello strato delle fibre nervose;

- le anomalie microvascolari intraretiniche (IRMA) - shunt artero-venosi che
decorrono dalle arteriole alle venule per bypassare il letto capillare, adiacenti ad aree
di non perfusione;

- I’ischemia retinica.



- Retinopatia diabetica proliferante (RDP)

La retinopatia diabetica proliferante ¢ caratterizzata dalla presenza di neovasi, distinguibili

in due sottotipi a seconda della loro localizzazione:

- neovascolarizzazione sul disco ottico o intorno a questo (NVD);

- neovascolarizzazione in qualsiasi altro punto della retina (NVE)

e/o dalla presenza di emorragie vitreali o preretiniche.!-’

1.1.6 COMPLICANZE

Le complicanze della retinopatia diabetica derivano principalmente dalla forma proliferante

non trattata o non ben controllata. Si tratta principalmente di:

- Emorragie vitreali (emovitreo)

Le emorragie vitreali sono sanguinamenti che si verificano a causa della fragilita dei neovasi
tipici della RDP e a cui consegue una sintomatologia che varia in base all’entita
dell’emorragia stessa.!

Se di entita modesta, il paziente lamentera di vedere punti o macchie nere mobili
(miodesopsie), mentre se piu estesa, la visione sara fortemente compromessa; solitamente
non causa dolore.

La diagnosi di emovitreo si avvale dell’esame del fondo oculare associato a
Fluoroangiografia al fine di identificare I’origine del sanguinamento.

Qualora questi esami non fossero eseguibili a causa dell’importante opacita vitreale, sara
necessario eseguire un’ecografia oculare per la conferma diagnostica e per valutare il piano

retinico.!

- Distacco di retina trazionale

Si definisce distacco di retina la separazione della retina neurosensoriale dall’epitelio

pigmentato retinico (EPR), con accumulo di liquido sotto la retina.



Nella retinopatia diabetica proliferante il meccanismo patogenetico principale che porta ad
un distacco di retina ¢ la trazione che avviene in seguito a contrazioni delle membrane vitreo-

retiniche generalmente in assenza di lacerazioni.!

- Glaucoma neovascolare (NVG)
Si tratta di una forma grave di glaucoma secondario causato dalla formazione di neovasi
sull’iride e nell’angolo di drenaggio dell’occhio. E spesso associato alla RDP in quanto
correlata a condizioni che causano ischemia o mancanza di flusso adeguato alla retina. Altre
cause possono essere l’occlusione della vena e/o dell’arteria centrale retinica e alte
condizioni ischemiche. Provoca dolore oculare per aumento di pressione intraoculare,
visione offuscata, rossore oculare e, nei casi piu gravi € non trattati, pud portare a perdita
della vista. La diagnosi prevede, a seguito dell’esame clinico con osservazione diretta dei
neovasi, la misurazione della pressione intraoculare con il tonometro, la gonioscopia per la
valutazione dell’angolo di drenaggio e la fluoroangiografia retinica. Il trattamento si avvale
di iniezioni di farmaci anti-VEGF per ridurre la formazione di neovasi, il controllo della
pressione intraoculare (con terapia medica, laser o chirurgica a seconda dei casi), la gestione

della causa sottostante.!

- Edema maculare diabetico (DME)

E una delle principali complicanze della retinopatia diabetica, puo insorgere in qualunque
stadio della malattia ed ¢ la principale causa di riduzione dell’acuita visiva in corso di
malattia. Si sviluppa come conseguenza della rottura della barriera emato-retinica interna a
livello maculare. In base all’entita dell’edema e alla presenza di essudati duri vicino alla
macula si definisce la gravita della maculopatia diabetica.®

Questa puo essere:

- lieve, con ispessimento retinico o essudati duri distanti dal centro della
macula;

- moderata, con ispessimento retinico o essudati duri vicino al centro della
macula, senza coinvolgerlo;

- grave, ispessimento retinico o essudati duri coinvolgenti il centro della

macula (fovea).
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1.1.7 DIAGNOSI

La diagnosi ¢ clinica, mediante 1’esame del fondo oculare in condizioni di midriasi
farmacologica: se durante quest’esame si evidenziano segni di retinopatia diabetica e in
particolare se si sospetta la presenza di ischemia retinica, neovascolarizzazione o edema

maculare, il paziente dovra essere sottoposto a esami strumentali aggiuntivi:!

- la tomografia a coerenza ottica (OCT) > per la valutazione e la quantificazione del
coinvolgimento maculare e del nervo ottico;

- la Fluoroangiografia = in cui si effettua un’iniezione endovenosa di fluoresceina
sodica per valutare la vascolarizzazione retinica. Evidenzia fenomeni di essudazione
(leakage) vascolare e I’eventuale presenza di aree ischemiche e neovasi che
necessitano di trattamento.

- I’angio-OCT - permette la visualizzazione 3D del microcircolo perifoveale senza
necessita di iniezione di colorante in vena, valutando le alterazioni a carico del
microcircolo e discriminando tra plesso superficiale e plesso profondo.

- I’ecografia bulbare = se la visualizzazione del fondo oculare risultasse difficoltosa
per la presenza di opacita dei mezzi diottrici (cataratta o emovitreo), ¢ la tecnica che

puo evidenziare se la retina non ¢ aderente, tipico di un distacco trazionale.

1.1.8 SCREENING E TRATTAMENTO

Per un paziente diabetico ¢ fondamentale seguire i protocolli di screening con la cadenza
definita dal diabetologo e/o dall’oculista, in quanto il maggior fattore di rischio per lo
sviluppo della RD ¢ proprio la durata di esposizione alla malattia. Purtroppo, questa
patologia &€ molto spesso “silenziosa” e rimane a lungo senza sintomi.!

Per il diabete mellito di tipo 1, ¢ necessario effettuare lo screening a 5 anni dall’esordio del
diabete, mentre per il diabete mellito di tipo 2 lo screening parte al momento della
diagnosi.' Per quanto riguarda la frequenza dei controlli, sara valutata di caso in caso sulla

base della gravita della situazione e sulla necessita di trattamento.
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Il trattamento dipende dallo stadio di malattia ¢ dalla presenza di edema maculare: #

per la forma non proliferante ci si limita al controllo dei fattori di rischio quali il
compenso glicometabolico (Hb glicata), i valori pressori e i livelli ematici dei lipidi;
per la forma proliferante si puo effettuare la fotocoagulazione laser (PRP, panretinal
photocoagulation) con cui si rende la retina necrotica tramite 1’ustione termica del
laser, in modo tale che non venga piu prodotto il VEGF che rappresenta lo stimolo
proliferativo per i neovasi.

In caso di emovitreo severo che non si riassorba spontaneamente in 15-30 giorni o in
caso di distacco di retina trazionale, si ricorre alla chirurgia vitreo-retinica tramite
vitrectomia che consiste nell’asportazione del vitreo e delle membrane tramite 1’uso
del vitrectomo e con 1’utilizzo di sostanze tamponanti di varia natura per mantenere
la retina accollata.

per I’edema maculare diabetico il trattamento di scelta ¢ quello che utilizza i farmaci
anti-VEGF e, in seconda battuta, gli steroidi intravitreali con schemi terapeutici ben
precisi.

I farmaci anti-VEGF al momento disponibili per il trattamento dell’edema maculare
diabetico sono: Bevacizumab (off label), Ranibizumab, Aflibercept, Brolucizumab e
Faricimab.

11 protocollo prevede una loading phase di quattro o cinque iniezioni (a seconda del
farmaco) con cadenza ogni 4-6 settimane, a distanza di un mese una dall’altra, seguita
da una fase di mantenimento con tre possibili regimi:

- schema fisso, con iniezioni mensili o bimestrali;

- regime PRN (pro re nata), al bisogno, ovvero al riattivarsi della patologia
sulla base della valutazione clinica al controllo tenendo conto principalmente
dell’acuita visiva e dell’essudazione presente all’OCT;

- regime treat and extend, con il quale si cerca di avere schemi fissi ma con
iniezioni distanziate 1’una dall’altra il piu possibile, al fine di definire una

tempistica personalizzata di trattamento.
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Se prevale la componente infiammatoria, un’altra opzione ¢ quella di utilizzare gli
steroidi intravitreali: il desametasone con impianto a lento rilascio in camera vitrea
della durata di circa 4-6 mesi, oppure il fluocitolone acetonide con impianto a lento
rilascio in camera vitrea della durata di circa 1-3 anni, indicato in particolare per
DME cronico non responsivo ad altri trattamenti.

Questi farmaci steroidei danno perd possibili complicanze, tra cui la cataratta e il

glaucoma per aumento della pressione intraoculare.’

1.2 LA DIAGNOSTICA NON INVASIVA

1.2.1 OCT: TOMOGRAFIA A COERENZA OTTICA

L’OCT ¢ una metodica diagnostica tomografica che permette la valutazione qualitativa e
quantitativa delle strutture oculari, generando immagini in sezione trasversale. E una
metodica non invasiva e permette di ottenere immagini ad alta risoluzione con le quali ¢

possibile analizzare in vivo gli strati retinici.!®

In base al diverso modo di funzionare, le due tipologie attualmente in uso sono le seguenti

(Figura 1):

- Spectral Domain (SD) => utilizza un diodo superluminescente nello spettro degli
infrarossi e uno spettrometro come rilevatore;
- Swept Source (SS) - utilizza un laser a scansione e un singolo fotodiodo come

rilevatore.
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Figura 1. Immagini SS-OCT con Topcon (A) e SD-OCT con Heidelberg (B) di una macula normale.

La differenza principale tra le due metodiche risiede nella diversa lunghezza d’onda: gli
strumenti SS utilizzano lunghezze d’onda piu lunghe (da 1040 a 1060 nm) rispetto agli
strumenti SD (circa 840 nm) e questo permette di ridurre 1’attenuazione dovuta alle opacita
oculari aumentando allo stesso tempo la profondita di risoluzione. In questo modo, gli OCT
SS sono in grado di fornire simultaneamente una buona visualizzazione del vitreo, della
retina e della coroide, con una velocita di scansione doppia rispetto a quella dei dispositivi
SD-OCT, consentendo quindi da una parte un minor tempo di acquisizione e dall’altra
riducendo potenziali artefatti di movimento. Recentemente, la tecnologia SS ¢ stata estesa
anche all’OCT-A consentendo un imaging non invasivo e ben definito della

microvascolarizzazione retinica e coroideale.!?

Ad oggi, I’OCT rappresenta uno strumento fondamentale per I’imaging delle malattie della

macula, nella retinopatia diabetica e nel glaucoma.

11 principio sfruttato dall’OCT ¢ quello dell’interferometria, in cui vi € un raggio che emette
una luce a bassa coerenza: in questo modo viene studiato il ritardo e I’intensita della luce
riflessa dalle strutture che vengono analizzate, ricreando un’immagine digitale (Figura 2).
Per fare cio viene utilizzato un laser o una luce a diodo superluminescente.!%!2
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Viene spesso paragonato agli ultrasuoni in quanto entrambe le tecniche dirigono le onde
verso il tessuto in esame, le onde echeggiano su questo tessuto e vengono retroflesse,
analizzando successivamente il loro ritardo tramite un interferometro (per mezzo di
misurazioni di riferimento). L’OCT utilizza perd la luce infrarossa, che viaggia piu

velocemente degli ultrasuoni.

Figura 2. Immagine OCT di una macula normale che mostra la segmentazione dei diversi strati
retinici. RNFL - Retinal Nerve Fiber Layer (dalla membrana limitante interna ILM a RNFL), GCL -
Ganglion Cell Layer (da RNFL a GCL), IPL - Inner Plexiform Layer (da GCL a IPL), INL - Inner
Nuclear Layer (da IPL a INL), OPL - Outer Plexiform Layer (da ONL a OPL), ONL - Outer Nuclear
Layer (da OPL alla membrana limitante esterna), RPE - Retinal Pigment Epithelium (da RPE
superiore alla membrana di Bruch), IR - Inner Retina (da RNFL a ONL), OR - Outer Retina
(fotorecettori e RPE), BM - Bruch's Membrane.

L’OCT ¢ in grado di fornire in modo non invasivo e ripetibile alcuni parametri:!?

- spessore maculare centrale (CMT- Central Macular Thickness) = misura lo spessore
nel mm centrale della macula; cambiamenti in quest’area possono indicare gonfiore
o accumulo di liquidi, comune nell’edema maculare diabetico;

- spessore del retinal nerve fiber layer (RNFL) = ¢ lo strato piu interno della retina e
cambiamenti nel suo spessore possono indicare danni alle fibre nervose come
conseguenza del danno neuroinfiammatorio;

- spessore del complesso dello strato delle cellule ganglionari (GCL+);

- spessore del complesso costituito dall’associazione tra RNFL e GCL+ (GCL++);

- stato della membrana limitante esterna (ELM), definita come prima banda
iperreflettente, ¢ composta da cellule di Miiller (glia retinica) e segmenti interni dei

fotorecettori (Figura 3);
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- stato dell’ellissoide (EZ), definito come seconda banda iperreflettente, ¢ ricca di
mitocondri contenuti nei segmenti interni dei fotorecettori (coni e bastoncelli)
(Figura 3);

- stato dell’EPR, definito come terza banda iperreflettente, le cui cellule hanno un
ruolo fondamentale per il supporto metabolico dei fotorecettori, per il riciclo del

pigmento visivo e per la barriera emato-retinica esterna (Figura 3);

Figura 3. Immagine OCT di una macula normale con riferimento alle tre bande iperriflettenti (ELM,

EZ ¢ EPR).

- presenza e numero di foci intraretinici iperriflettenti (HRF), biomarcatore di
inflammazione locale probabilmente legata all’attivazione delle cellule della
microglia;

- caratteristiche dell’interfaccia vitreoretinica (VRI-Vitreoretinal Interface) - I’OCT
puo valutare la presenza di membrane epiretiniche o trazione vitreomaculare;

- presenza del fluido sottoretinico subfoveale (SRF) (Figura 4), dovuto all'accumulo
di liquido tra la neuroretina e la linea dell’EPR;

- presenza e dimensioni di cisti intraretiniche (Figura 4), definite come spazi pieni di
liquido rotondeggianti o ovalari, minimamente riflettenti all'interno della retina
neurosensoriale (tipiche del DME).

- presenza ed estensione di disorganizzazione degli strati retinici interni (DRIL),
definito come la perdita di chiara demarcazione tra il complesso cellula gangliare-
strato plessiforme interno, lo strato nucleare interno e lo strato plessiforme esterno

nella fovea centrale.
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Figura 4. Immagine OCT che mostra la regione maculare di un paziente con DME in cui si apprezza

la presenza di fluido sottoretinico subfoveale (freccia spessa) e cisti intraretiniche (freccia sottile).

1.2.2 OCT-A: ANGIOGRAFIA-OCT

L’angio-OCT ¢ una delle tecniche diagnostiche piu recenti. Anch’essa non invasiva,
rappresenta un’estensione dell’OCT. Viene utilizzata per visualizzare il microcircolo retinico
e la coriocapillare.'®

Sfruttando il principio di contrasto del movimento delle cellule circolanti del sangue (ovvero
1 globuli rossi), acquisisce ripetute scansioni OCT nella stessa posizione per rilevare i segnali
di riflettanza dati dai movimenti dei globuli rossi attraverso i vasi sanguigni: in questo modo,
viene ricostruita la trama vascolare della retina. Le strutture poco mobili o immobili
appaiono nere, mentre quelle in movimento appaiono bianche.!?

Ad ogni posizione, chiamata B-scan, la scansione viene ripetuta per rilevare il grado di
contrasto del movimento; 1’unico movimento previsto nella retina ¢ infatti il flusso

sanguigno nei vasi.!'®

Le immagini vengono visualizzate in scala di grigi in modo tridimensionale, permettendo
cosi di distinguere il microcircolo su diversi piani. In particolare, si riconoscono (Figura 5):
16

- il plesso capillare superficiale (SCP)

- il plesso capillare intermedio (ICP)

- il plesso capillare profondo (DCP)

- il plesso coriocapillare (CC)
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Figura 5. Immagine OCT-A di una regione maculare normale. Gli strati vascolari possono essere
visualizzati in modo indipendente segmentando l'architettura retinica nelle immagini strutturali OCT.
Nella parte superiore della figura si osservano gli strati OCT-A: superficiale, profondo, outer retina
e coriocapillare. Nella parte inferiore della figura: ’OCT B-scan, la Density Map e la fotografia a

colori del polo posteriore.

Nonostante I’angio-OCT sia uno strumento all’avanguardia in grado di identificare segni
precoci di danno in corso di malattia retinica diabetica anche in assenza di segni clinici di

patologia, bisogna tenere a mente i limiti di questa metodica:'%!7

- I’impossibilita di rilevare il flusso sanguigno al di sopra o al di sotto di definite soglie;

- la difficolta a visualizzare la retina periferica, anche se oggi questo limite ¢ in parte
superato grazie all’introduzione del widefield-OCT-A;

- la presenza di artefatti da movimento, dal momento che subisce molto il movimento
dell’occhio e la difficolta di fissazione del paziente;

- la presenza di artefatti da proiezione (Figura 6), ovvero “falsi” segnali di flusso
sanguigno che interferiscono con la visualizzazione dei plessi retinici piu profondi
(ICP e DCP) e della coriocapillare, dando interpretazioni errate dell’immagini;
esistono attualmente dei software di rimozione degli artefatti e dei sistemi di eye
tracking che permettono di ovviare in parte ad alcuni di questi limiti.

- la staticita dell’esame e I’impossibilita conseguente di rilevare il fenomeno del

leakage vascolare apprezzabile in fluoroangiografia.
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Figura 6. Esempio di artefatti da proiezione, in cui alcuni dei vasi del plesso superficiale vengono

riportati anche a livello del plesso profondo.

Fonte: Sun Z, Yang D, et al. Optical coherence tomography angiography in diabetic retinopathy: an updated
review. Eye (Lond). 2021 Jan;35(1):149-161. doi: 10.1038/s41433-020-01233-y.

1.2.3 1 PARAMETRI VALUTABILI CON L’OCT-A

- La zona avascolare foveale (FAZ)

La FAZ ¢ laregione della retina priva di bastoncelli e a maggior densita di coni, responsabile

della visione centrale e priva di vascolarizzazione.!’

Essendo priva di vascolarizzazione, per i principi dell’OCT-A, apparira come una zona nera.
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L’area della FAZ ¢ un indice di cambiamenti microvascolari: nella retinopatia diabetica si
osserva un allargamento della FAZ accompagnato da una perdita della sua regolarita a

seguito della perdita dei piccoli capillari adiacenti ad essa.

I parametri tipicamente analizzati nella valutazione della FAZ sono:

- area
- perimetro

- circolarita

11 "Circularity Index” ¢ una misura quantitativa che descrive quanto la forma di questo anello

assomigli ad un cerchio perfetto.
La formula per il calcolo dell'indice di circolarita &: 13

47 x Area

Circularity Index = Perimeter?

L'indice di circolarita varia da 0 a 1, con un valore pari a 1 che indica un cerchio perfetto.
Un indice di circolarita inferiore pud suggerire irregolaritd o distorsioni nella forma

dell'anello.'®

Siccome per la dimensione della FAZ esiste una certa eterogeneita tra la popolazione
normale, ¢ importante considerarne la forma: ¢ infatti la circolarita della FAZ il parametro
piu informativo sui cambiamenti microvascolari indotti dalla malattia. Nei pazienti affetti da
RD, la FAZ assume una forma irregolare (Figura 7).!°

La circolarita della FAZ valutata all’OCT-A funge da indicatore di perdita capillare e di

ischemia maculare.'®
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Figura 7. Esempi di OCT-A di paziente affetto da diabete (protocollo di scansione 3%3 mm) in cui

si nota 1’allargamento e I’irregolarita della FAZ in SCP e DCP con MA perifoveali (frecce).

- Perfusion density (PD)

La PD ¢ data dal rapporto tra I’area occupata dai vasi sanguigni nell’area analizzata rispetto
all’area totale misurata su un’immagine binarizzata (Figura 8).

Rappresenta quindi la proporzione dell’area occupata dai vasi ed ¢ indice dello stato di
perfusione della stessa. Varia in base a eta e sesso; in corso di RD ¢ stata dimostrata una

diminuzione di questo parametro con la progressione del grado di severita della malattia.'’

- Vessel density (VD)/Vessel lenght density (VLD)

La VD ¢ definita come la lunghezza totale della vascolarizzazione nell’area analizzata divisa
per I’area totale misurata su un’immagine scheletonizzata (Figura 8).

Ha il vantaggio di non essere influenzata dal diametro dei vasi in quanto nell’immagine
scheletonizzata il diametro di tutti i vasi viene portato a 1 pixel.

Di conseguenza, rispetto alla PD, si ritiene che la VD sia piu sensibile ai cambiamenti di

perfusione a livello capillare.!”
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- Vessel dimater index (VDI)

11 VDI ¢ dato dal rapporto tra I’area totale dei vasi sull’immagine binarizzata e la lunghezza
totale dei vasi sull’immagine scheletonizzata e rappresenta il calibro medio dei vasi

sanguigni.!”

- Fractal dimension (FD)

La dimensione frattale misura la complessita di ramificazione di una struttura biologica
come I’albero vascolare.!’”

Un frattale ¢ un oggetto geometrico dotato di omotetia interna, si ripete cio¢ nella sua forma
allo stesso modo su scale diverse di grandezza: una sua qualunque parte ¢ simile
all’originale.

La dimensione frattale viene calcolata da un tracciato di linee scheletonizzate tramite
’utilizzo del metodo del conteggio delle scatole: si divide ogni immagine in una serie di
quadrati per varie lunghezze laterali e viene contato il numero di scatole.!”

Questa caratteristica ¢ chiamata anche autosomiglianza.

- La tortuosita del vaso

La tortuosita del vaso retinico ¢ definita come I’integrale del quadrato di curvatura lungo il
percorso del vaso, normalizzato dalla lunghezza totale del percorso.

Nel caso della retinopatia diabetica, spesso 1 pazienti presentano una maggior tortuosita dei
vasi rispetto ai controlli sani. Questo parametro puo essere anche un indicatore precoce di

danno vascolare alla retina.!”
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Figura 8. Esempi di immagini binarizzate e scheletonizzate. Le immagini OCT-A possono essere
soggette a soglia per ottenere immagini binarizzate e scheletrizzate al fine di permettere di eseguire
analisi quantitative. La soglia viene utilizzata per creare immagini binarie a partire da immagini in
scala di grigi, in cui i pixel sopra la soglia applicata sono mostrati come neri, ¢ i pixel che si trovano

sotto la soglia sono mostrati come bianchi.

Borrelli E, Sadda SR, Uji A, Querques G. Pearls and Pitfalls of Optical Coherence Tomography Angiography
Imaging: A Review. Ophthalmol Ther. 2019 Jun;8(2):215-226. doi: 10.1007/s40123-019-0178-6. Epub 2019
Mar 13.
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1.2.4 1 PARAMETRI QUANTITATIVI OCT-A NELLA RD

Utilizzando le metriche quantitative, I’OCT-A puo rivelare la presenza di alterazioni ancora
prima che vi sia una RD clinicamente conclamata.!®-?
In particolare, sono stati osservati:

- P’ampliamento dell’area e del perimetro della FAZ

[’aumento dell’acircolarita dell’area FAZ

- lariduzione di VD e PD

- l’aumento del VDI

- la diminuzione della FD

- I’aumento della tortuosita dei vasi

Le alterazioni piu significative sono state osservate a carico del DCP, probabilmente piu
suscettibile ai danni ipossici conseguenti allo stato di iperglicemia cronica.

Una possibile spiegazione sta nella sede anatomica del DCP, che si trova in una zona
spartiacque adiacente allo strato plessiforme esterno che necessita di un elevato fabbisogno

di ossigeno.!”

1.2.5 OCT-A E LA FLUOROANGIOGRAFIA

Per questa sua capacita di rilevare il microcircolo retinico, spesso I’OCT-A viene messo a
confronto con la fluoroangiografia, una tecnica di imaging invasiva che richiede la
somministrazione endovenosa di colorante.

E bene precisare che le due metodiche piui che “rivali” debbano essere considerate “alleate”
e che quindi siano risorse diagnostiche da utilizzare in momenti diversi durante I’iter

diagnostico e nel follow-up del paziente diabetico.

Analizzando le loro caratteristiche, infatti, emerge come I’OCT-A sia uno strumento:

- non invasivo

rapido

- poco costoso

che restituisce un’immagine tridimensionale
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- che discrimina i plessi superficiale e profondo

- privo di rischi.!%-12

Mentre la fluoroangiografia:

- ¢invasiva

- richiede piu tempo

- ¢€costosa

- restituisce un’immagine bidimensionale

- ¢ essenziale per rilevare 1’ischemia retinica e i neovasi
- non discrimina i plessi

- puo dare effetti collaterali dati dal colorante.!”

1.3 I MICROANEURISMI

I microaneurismi (MA) sono il primo segno visibile di RD e sono identificabili all’esame
del fondo oculare come lesioni puntiformi di colore rosso, con diametro compreso tra 25 e
100 micron, caratterizzate da una dilatazione sacciforme della parete capillare come
conseguenza dell’iperglicemia cronica.!”-*!

La genesi dei microaneurismi ¢ associata alla perdita di periciti che a loro volta vengono
compensati dalla proliferazione delle cellule endoteliali.?! Sono da considerare un marker
che indica I’attivita della malattia, rappresentando anche una delle alterazioni piu precoci

riscontrabili; ¢ stato dimostrato che 1’aumento del numero di MA e il turnover dei MA sono

associati a un rischio piu elevato di progressione della retinopatia diabetica.?
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1.3.1 COME IDENTIFICARE I MICROANEURISMI

Le metodologie diagnostiche per identificare i microaneurismi rispecchiano quelle usate
anche per la diagnosi e il monitoraggio della retinopatia diabetica.

Si pud infatti iniziare da un’indagine clinica mediante I’esame del fondo oculare in
condizioni di midriasi farmacologica: i microaneurismi vengono identificati come lesioni

puntiformi di colore rosso intenso di diametro compreso tra 25 ¢ 100 pm.”

In alcuni casi ¢ necessario sottoporre il paziente a indagini strumentali aggiuntive che
permettano di quantificarli con precisione e di valutarne la possibile associazione con
fenomeni essudativi (in particolare se localizzati al polo posteriore).?

Per questo, si possono utilizzare (Figura 9):

- Dangiografia con fluoresceina (FA), che rileva i microaneurismi come punti
iperfluorescenti fin dalle fasi iniziali dell’esame cui si possono associare fenomeni
di leakage in caso di essudazione degli stessi. Questa metodica non ¢ tuttavia adatta
per screening frequenti a causa del dispendio di tempo, dei costi e dei possibili effetti
collaterali. Inoltre, non essendo in grado di discriminare i vari plessi retinici, non da
informazioni sulla sede dei MA nel contesto dello spessore della neuroretina;

- P’OCT-A, che visualizza i microaneurismi come segnali di flusso intraretinico con un

bordo circolare o ovale a livello di SCP, DCP o ICP.

Tuttavia, alcuni microaneurismi possono non essere visibili in OCT-A, nel caso di flusso

troppo lento/assente al loro interno o, al contrario, troppo veloce/turbolento.??

Esiste perd una correlazione tra la reflettivita interna del microaneurisma in OCT strutturale
e la sua rilevabilita in OCT-A: ¢ piu probabile, infatti, che i microaneurismi con una
maggiore reflettivita interna risultino piu facilmente visibili in OCT-A, in quanto questa

visibilita ¢ influenzata dalla turbolenza del flusso sanguigno all’interno dei MA stessi.!”-?
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Figura 9.
(A) Sia i microaneurismi (MA) che le emorragie puntiformi sono mostrati come punti rossi sulle
fotografie del fondo oculare.
(B) I MA sono raffigurati come iperfluorescenti (punte di freccia nere) e le emorragie come
ipofluorescenti (frecce bianche) sull’angiografia con fluoresceina (FA).
(C) Nel rilevamento di MA da parte di OCT-A, vengono rilevati alcuni MA rappresentati da FA
(frecce rosse)

(D) mentre altri no (frecce gialle).

Fonte: Takamura Y, Yamada Y, Inatani M. Role of Microaneurysms in the Pathogenesis and Therapy of
Diabetic Macular Edema: A Descriptive Review. Medicina (Kaunas). 2023 Feb 22;59(3):435. Doi:
10.3390/medicina59030435.
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1.3.2 MECCANISMI PATOGENETICI E FISIOPATOLOGIA

La patogenesi dei microaneursimi non ¢ stata ancora del tutto chiarita. Potrebbero essere
causati da un'anomalia strutturale dovuta a estroflessioni della parete vascolare o

rappresentare tentativi abortiti di una neovascolarizzazione retinica.?*

Ci sono perd degli elementi che ricorrono in maniera variabile e sono strettamente legati alla

formazione dei microaneurismi, tra cui:

la perdita dei periciti;

- le alterazioni della membrana basale;

- la proliferazione endoteliale;

- P’aumento delle forze emodinamiche capillari;

- la sovraregolazione dei fattori di crescita vasoproliferativi.?*26

Si deduce quindi che i meccanismi patogenetici dei MA siano complessi € non possano

essere attribuiti a un singolo fattore.

Il microaneurisma retinico ¢ stato analizzato istologicamente e questo ha permesso di

definirne i vari stadi evolutivi (Figura 10):

1. lo stadio iniziale (MA di tipo 1), ¢ caratterizzato dall’occlusione luminale dovuta
all'accumulo di monociti e leucocitis

2. MAditipo 2

3. editipo 3, caratterizzati dalla perdita di periciti e da una quantita variabile di globuli
rossi che si infiltrano nel lume del microaneurisma;

4. MA di tipo 4, caratterizzati da una membrana basale densa e ispessita, con

proliferazione di matrice extracellulare all'interno del lume.?*
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MA with pericyte

Figura 10. Stadi evolutivi dei microanerurimi. A e B: stadio 1 in cui sono conservati i periciti, C e
D: stadio 2 e 3 con perdita di periciti, E e F: stadio 4 con e senza inflammazione, G e H: stadio 4,

setti e proliferazione endoteliale

Fonte: Balaratnasingam C, An D, et al. Studies of the retinal microcirculation using human donor eyes and
high-resolution clinical imaging: Insights gained to guide future research in diabetic retinopathy. Prog Retin
Eye Res. 2023 May;94:101134. doi: 10.1016/j.preteyeres.2022.101134. Epub 2022 Oct 29.

E molto importante comprendere la fisiopatologia dei microaneurismi per diversi motivi:

- poiché ritardare o prevenire la formazione di microaneurismi potrebbe arrestare lo
sviluppo di altre complicanze vascolari retiniche come l'ischemia e Ia
neovascolarizzazione retinica;

- per capire perché alcuni microaneurismi regrediscono, in quanto ¢ stato dimostrato
esserci un turnover dei MA (Figura 11);

- per comprendere il ciclo di vita e le proprieta quantitative dei microaneurismi, come
il tasso di turnover e il conteggio dei microaneurismi, in quanto sono strettamente
legati al rischio di progressione della retinopatia;

- poiché la formazione dei microaneurismi pud causare un ispessimento retinico, una
distorsione dell'organizzazione stratificata degli strati retinici e un accumulo di fluido

intraretinico.**
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Shadow Projection

2020

Figura 11. Crescita e regressione dei microaneurismi tra il 2020 e il 2022.

Fonte: Balaratnasingam C, An D, et al. Studies of the retinal microcirculation using human donor eyes and
high-resolution clinical imaging: Insights gained to guide future research in diabetic retinopathy. Prog Retin
Eye Res. 2023 May;94:101134. doi: 10.1016/j.preteyeres.2022.101134. Epub 2022 Oct 29.
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1.3.3 MORFOLOGIA DEI MICROANEURISMI

Dalle indagini istologiche, ¢ stato possibile definire diverse tipologie morfologiche dei

microaneurimi (Figura 12): 24

SACCULAR
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PEDUNCULATED

w

IRREGULAR

Figura 12. A sinistra ¢ rappresentata I'immagine di proiezione a tutto spessore per evidenziare
ciascuna delle morfologie dei MA. Il pannello di destra rappresenta una singola fetta di sezione

trasversale con colorazione nucleare per illustrare la struttura interna di ciascuno di questi MA.

Fonte: Balaratnasingam C, An D, et al. Studies of the retinal microcirculation using human donor eyes and
high-resolution clinical imaging: Insights gained to guide future research in diabetic retinopathy. Prog Retin
Eye Res. 2023 May;94:101134. doi: 10.1016/j.preteyeres.2022.101134. Epub 2022 Oct 29.

- RIGONFIAMENTO FOCALE (A e B): piccolo microaneurisma in cui la larghezza
combinata del microaneurisma e del capillare di alimentazione misura meno del
doppio della larghezza di un segmento sano del capillare di alimentazione.?*

- FUSIFORME (C e D): microaneurisma con dilatazione su entrambi i lati del
capillare con meno del 75% dell'area totale del microaneurisma su entrambi i lati del
capillare.?

-  SACCULARE (E e F): microaneurisma con dilatazione verso un lato del capillare
con piu del 75% dell'area totale del microaneurisma su entrambi i lati del capillare. I
microaneurismi sacculari hanno una morfologia relativamente arrotondata nella vista

en face.?*
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- PEDUNCOLATO (G e H): microaneurisma con un singolo segmento capillare
associato e un segmento distale occluso.?*

- IRREGOLARE (I e J): microaneurisma con dilatazione verso un lato del capillare
con piu del 75% dell'area totale del microaneurisma su entrambi i lati del capillare

ma con una morfologia superficiale complessa e irregolare.*

1.3.4 ’USO DELL’OCT-A NELLA RICERCA DEI MICROANEURIMI

L’OCT-A ha dimostrato che circa 1’80% dei microaneurismi ¢ distribuito nel plesso capillare

profondo (DCP) della retina.?

Bisogna analizzare attentamente il significato di questo fenomeno valutando che:

1. alcuni microaneurismi potrebbero essere proiezioni dal plesso superficiale sugli strati
piu profondi: questo aumenterebbe falsamente i numeri conteggiati nel DCP. In
questo caso ¢ utile 1’utilizzo dell'opzione di rimozione degli artefatti tramite i

software appositi;

2. anatomicamente, la maggior parte dei capillari si trova nel DCP e questi sono
circondati solo da periciti. Pertanto, ¢ ragionevole che la maggior parte delle MA si

trovi nel DCP.22

1.4 PISCHEMIA NELLA RETINOPATIA DIABETICA

Il danno ischemico a carico del microcircolo capillare ¢ I’evento vascolare principale
responsabile della retinopatia diabetica.

Siritiene che i microaneurismi siano un segno indiretto dell’ischemia retinica poiché, tramite
le metodiche diagnostiche (in particolare con I’OCT-A), si ¢ riscontrato un loro sviluppo in

particolare ai margini delle aree capillari non perfuse.?>27-8
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Come riportato nei capitoli precedenti, la conseguenza piu pericolosa dell’ischemia cronica
retinica e coroideale ¢ I’eccessiva produzione del fattore di crescita endoteliale vascolare
(VEGF), che provoca poi la genesi dei neovasi, caratteristici della forma neovascolare.
Insieme al DME, I’ischemia maculare diabetica (DMI) rappresenta una delle principali cause
di cecita nella retinopatia diabetica.?

Istologicamente, 1’ischemia colpisce maggiormente gli strati retinici esterni, dal momento

che sono piu sensibili alla mancanza di ossigeno.®

1.4.1 ISCHEMIA MACULARE DIABETICA

Con il termine ischemia maculare diabetica si intende, istologicamente, la perdita dei
capillari associata al restringimento o all’occlusione delle arteriole precapillari, con
conseguente riduzione del flusso sanguigno a valle dell’occlusione in sede maculare.?
Questa ridotta perfusione retinica ¢ correlata alla precedente perdita di periciti e ispessimento
della membrana basale, a loro volta conseguenti all’iperglicemia.?®

A seguito di ischemia e ipossia, la retina e I’EPR producono e rilasciano fattori di crescita
dell’endotelio vascolare, in particolare alti livelli di VEGF, a cui consegue
un’iperpermeabilita vasale che puo dar luogo allo sviluppo di diverse conseguenze, quali: il
DME, la crescita di neovasi sulla retina e sul disco ottico, la neovascolarizzazione

dell’iride.?®

I pazienti con DM mostrano tipicamente una riduzione della densita capillare.

L'ischemia maculare diabetica (DMI) ¢ associata ad un allargamento e ad una perdita di
regolarita della FAZ, con perdita dei capillari retinici in aree non contigue della macula;
queste rappresentano importanti informazioni cliniche e prognostiche sulla gravita della

malattia e predittive della progressione della retinopatia diabetica.!%-°

I1 DMI puo anche essere considerato un fattore predittivo indipendente per la progressione
della retinopatia diabetica e la perdita della vista: identificare I’ischemia maculare al basale
puo portare a un monitoraggio piu attento del paziente.!”

Ad oggi, per la valutazione dell’ischemia maculare diabetica sono usate la fluoroangiografia

e ’angiografia con tomografia a coerenza ottica (OCT-A).
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- La fluoroangiografia nella valutazione del DMI

L’angiografia con fluoresceina rappresenta il gold standard per identificare le malattie
ischemiche maculari. Le zone ischemiche appaiono come aree ipofluorescenti della retina a
causa dell’assenza di sangue nei vasi sanguigni maculari. Intorno alle regioni ischemiche, si
visualizzano aree con distorsioni del microcircolo, come dilatazioni arteriolari e capillari.
Anche alla FA si puo notare l’allargamento e l’irregolarita della FAZ cosi come la
disposizione dei capillari maculari allargati e molto distanziati proprio a rappresentare un
certo grado di perdita capillare, anche se senza discriminare tra i diversi plessi retinici;
entrambe queste caratteristiche sono diagnostiche di DMI.*°
Durante 1’angiografia ci si concentra su due fasi:

- fase iniziale (Figura 13), con un riempimento precoce dei vasi sanguigni in cui €

possibile rilevare eventuali anomalie o ritardi di perfusione;*!

AN/

Figura 13. FA in fase iniziale che dimostra irregolarita del contorno della FAZ e ampliamento degli

spazi capillari perifoveali.

Fonte: Bradley PD, et al. The Evaluation of Diabetic Macular Ischemia Using Optical Coherence
Tomography Angiography. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2016 Feb;57(2):626-31. doi: 10.1167/iovs.15-18034.

- fase tardiva, in cui la fluoresceina inizia ad essere eliminata e tende a permanere piu
a lungo nei tessuti patologici; nello specifico del DMI si possono notare delle aree di
non perfusione o fuoriuscita del colorante se il vaso dovesse essere danneggiato, nel

caso, ad esempio, di edema maculare associato.’!
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L’FA ¢ quindi un utile strumento per valutare ’entita dell’ischemia, identificare aree di
perdita capillare, la presenza di edema maculare e successivamente guidare le decisioni

terapeutiche.

- L’OCT-A nella valutazione del DMI

Le aree di non perfusione vengono identificate come regioni scure, circondate da alcuni
capillari irregolari, dilatati o ad ansa. Per distinguerli da eventuali raccolte cistiche, ¢ bene
associare I’immagine OCT-A con la sezione trasversale del’OCT B-scan in modo tale da
distinguere se si tratti di perdita capillare o di formazioni cistiche piene di liquido. ’OCT-A
distingue la vascolarizzazione dei vari plessi (Figura 14).3!

Un altro importante vantaggio dell’OCT-A ¢ quello di poter individuare precocemente le
alterazioni vascolari dimostrando segni precoci di ridotta perfusione in regione maculare

anche in assenza di manifestazioni cliniche visibili della retinopatia diabetica.’!

Figura 14. OCT-A del plesso capillare superficiale (B) mostra I’irregolarita del contorno della FAZ

e ampliamento degli spazi capillari perifoveali. OCT-A del plesso capillare profondo (C) con
riduzione della densita capillare nelle aree corrispondenti al plesso superficiale dove si osservava
l'allargamento degli spazi capillari perifoveali. Omogeneita dell'iperriflettanza conservata nella

coriocapillare (D) e assenza di deficit di segnale.

Fonte: Bradley PD, Sim DA, et al. The Evaluation of Diabetic Macular Ischemia Using Optical Coherence
Tomography Angiography. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2016 Feb;57(2):626-31. doi: 10.1167/iovs.15-18034.
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Per la valutazione quantitativa del DMI in corso di RD sono stati utilizzati diversi parametri

di perfusione, oltre ai gia citati PD, VD, FD e FAZ:
* l'area intercapillare perifoveale (Figura 15)
* l'area avascolare totale

« [l'area avascolare extrafoveale. °

z Control patient EI Patient with diabetes

Figura 15. La linea rossa rappresenta la FAZ e la linea gialla indica 1'area intercapillare perifoveale.
Si mette a confronto un paziente di controllo senza storia di diabete (A), con un paziente con diabete
e retinopatia diabetica proliferativa (B) in cui si nota I'aumento delle dimensioni e dell'irregolarita

della zona di non flusso foveale e dell'area intercapillare perifoveale.

Fonte: Salz DA, de Carlo TE, et al. Select Features of Diabetic Retinopathy on Swept-Source Optical
Coherence Tomographic Angiography Compared With Fluorescein Angiography and Normal Eyes. JAMA
Ophthalmol. 2016 Jun 1;134(6):644-50. doi: 10.1001/jamaophthalmol.2016.0600.

L’OCT-A puo rilevare le aree di non perfusione (NPA) non solo a livello di SCP, ma anche
nell'ICP e nel DCP con una sensibilita del 98% e una specificita dell'82%.2

11 flusso sanguigno al DCP dipende in modo critico dall'ICP e qualsiasi insulto all'ICP (o a
monte dell'ICP) puo rendere gli strati piu profondi della retina ischemici o anossici: una tale
disposizione dei percorsi di afflusso e deflusso (Figura 16) rende il DCP particolarmente
vulnerabile agli insulti ischemici. Patologie vascolari, come la RD, possono portare a una

grave ipoperfusione del DCP prima di influenzare I'ICP e I'SCP.?*
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Figura 16. La disposizione dei plessi superficiale, intermedio e profondo e la loro corrispondenza
con gli strati retinici:
- SCPsi trova a livello dello strato delle cellule gangliari (GCL).
- ICPsi trova tra lo strato plessiforme interno e il margine interno dello strato nucleare interno
(INL).

- DCPsi trova a livello dello strato nucleare interno (INL) e dello strato plessiforme esterno.

Fonte: Balaratnasingam C, An D, et al. Studies of the retinal microcirculation using human donor eyes
and high-resolution clinical imaging: Insights gained to guide future research in diabetic retinopathy.
Prog Retin Eye Res. 2023 May;94:101134. doi: 10.1016/j.preteyeres.2022.101134. Epub 2022 Oct 29.

Sia SCP che ICP ricevono l'apporto arteriolare diretto da un'arteria retinica. L'SCP e I'[CP
sono interconnessi da numerosi vasi su entrambi gli aspetti arteriolare e venulare. Al
contrario, il DCP ¢ fornito solo da piccole arteriole che originano dall'ICP.

Tutti e tre 1 plessi formano venule che drenano nella vena retinica situata a livello del SCP.
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1.4.2 IASSOCIAZIONE TRA L’ISCHEMIA E I MICROANEURISMI

E stato dimostrato, tramite fluoroangiografia e OCT-A, che esiste un’associazione geografica
e funzionale tra i microaneurismi e le aree ischemiche, in quanto i MA tendono a circondare
le aree di non perfusione. Tuttavia, circa 1/3 dei microaneurismi si sviluppa in zone con

perfusione conservata (Figura 17).!%-2228

!

Figura 17. Microaneurismi (freccia rossa e punta di freccia) in pazienti diabetici associati ad aree di
non perfusione (frecce verdi e blu).

(A, C, D) = Angiografia con fluoresceina (FA)

(B, E, F) & SS-OCTA: SCP (E), DCP(F) 3x3mm, (B) 9x9mm.

Fonte: Boned-Murillo A, Albertos-Arranz H, et al. Optical Coherence Tomography Angiography in Diabetic
Patients: A Systematic Review. Biomedicines. 2021 Dec 31;10(1):88. doi: 10.3390/biomedicines10010088.
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Associate all'ischemia retinica troviamo diverse citochine:
- VEGF
- ANG-2
- TGF-beta

Le stesse sono anche associate alla patogenesi dei microaneurismi: la perdita dei periciti e la
proliferazione delle cellule endoteliali pud avvenire infatti in modo VEGF-dipendente o

indipendente.??

Inoltre, come detto in precedenza, i microaneurismi non rimangono stabili nella retina di un
paziente con retinopatia diabetica ma subiscono un turnover (comparsa e scomparsa) tramite
un processo dinamico: riflettono cosi l'attivita della malattia rappresentando un predittore
della progressione della stessa.?4-3

Il turnover dei microaneurismi ¢ anche influenzato dal trattamento anti-VEGF, per cui puo

essere anche utilizzato come biomarcatore per la risposta al trattamento.>®

Risulta importante I’utilizzo dell’OCT-A per il monitoraggio di questo turnover.
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CAPITOLO SECONDO - OBIETTIVO DELLO
STUDIO

L’obiettivo del presente studio ¢ quello di valutare e confrontare diversi biomarcatori retinici
quantitativi non invasivi acquisiti tramite I’utilizzo di OCT e OCT-A, al fine di studiare il
danno microvascolare e neurodegenerativo in pazienti affetti da retinopatia diabetica non
proliferante (RDNP) di grado lieve e moderata con o senza MA localizzati nei 3 mm centrali

della macula.

Lo scopo principale ¢ quello di valutare la correlazione tra la presenza dei MA maculari, la
loro localizzazione e la perfusione/neurodegenerazione maculare, mettendo questi dati a

confronto con quelli ottenuti in pazienti affetti da RDNP ma senza MA maculari.
L’obiettivo secondario dello studio ¢ stato quello di andare a valutare nel dettaglio diversi

parametri di perfusione e neurodegenerazione che potrebbero essere utili nella valutazione

clinica dei pazienti, al fine di identificare quello o quelli piu utili nella valutazione del danno.

41



CAPITOLO TERZO - MATERIALI E METODI

3.1 TIPOLOGIA DI STUDIO E POPOLAZIONE

Questo studio ¢ stato concepito come un’indagine prospettica, trasversale e comparativa

caso-controllo, includente pazienti con RDNP di grado lieve e moderato.

Tutte le visite dello studio sono state effettuate presso il Servizio di Retina Medica
dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Maggiore della Carita, Novara, Italia, tra maggio
2023 e maggio 2024. Lo studio ha aderito ai principi della Dichiarazione di Helsinki e ha
ricevuto 1’approvazione del Comitato Etico istituzionale (CE 352/2023); tutti i partecipanti

hanno fornito il consenso informato scritto prima di qualsiasi procedura di studio.

I pazienti arruolati per lo studio sono stati selezionati in parte dall’ambulatorio di Retina
Medica e in parte analizzando le retinografie a colori (EIDON, CenterVue, Padova, Italia)
raccolte durante gli screening di pazienti affetti da DM effettuati in collaborazione con la

diabetologia.

I dati raccolti sono stati quelli di pazienti con RDNP di grado lieve e moderato, poi suddivisi

in due gruppi:

- Gruppo MA - pazienti che presentano MA nei 3 millimetri centrali della macula;
- Gruppo noMA - pazienti che non presentano MA nei 3 millimetri centrali della

macula, utilizzati come controllo.

I criteri di abbinamento includevano 1’eta, il sesso, la durata della malattia e il controllo

glicemico.

3.1.1 CRITERI DI INCLUSIONE E DI ESCLUSIONE

I criteri di inclusione comprendono: pazienti con RDNP lieve e moderata con o senza MA
identificati sulla fotografia del fondo a colori (CFP - Color Fundus Photographs) in base

all’attuale definizione CFP dei MA come punti rossi di diametro <125 pum.#8-5
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Tutti i pazienti arruolati sono stati quindi sottoposti anche a OCT e angio-OCT per la
conferma della presenza dei MA centrali. Sono stati inclusi nello studio solo gli occhi con
MA visibili con tutte le modalita di imaging.

I dati anamnestici sono stati raccolti attraverso colloquio con i soggetti e la revisione delle
cartelle cliniche pregresse con particolare riguardo al tipo di diabete, alla durata della

malattia, ai valori dell’HbA lc, all’anamnesi farmacologica e alle comorbilita.

I criteri di esclusione comprendono:

eta inferiore ai 18 anni;

- DME e RD proliferante in corso o precedenti nell’occhio in studio;

- presenza di DRIL o di alterazioni della retina esterna sulle scansioni OCT;

- qualsiasi malattia oculare o sistemica concomitante confondente i risultati (ad
esempio una pressione arteriosa sistemica mal controllata);

- interventi chirurgici intraoculari nell’occhio di studio nei 6 mesi precedenti;

- errori di refrazione superiori a 4 diottrie;

- immagini di bassa qualita.

VALUTATI PER
L’ELEGGIBILITA
(n=111 occhi)

ESCLUSI DALLO STUDIO
(n =16 occhi)
- bassa qualita delle
immagini (12)
- concomitanza di
patologie retiniche (3)
- precedente
trattamento laser (1)

A

A\ 4

INCLUSI NELLO STUDIO
(n=97 occhi)

GRUPPO MA GRUPPO noMA
(n =48) (n =49)
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I pazienti di entrambi i gruppi presentavano una pressione arteriosa sistemica ben controllata
(con o senza trattamento), con valori <140/90 mmHg il giorno dell’esame.

Inizialmente sono stati selezionati 111 occhi, di cui 97 soddisfacevano tutti 1 criteri di
eleggibilita e questi sono stati arruolati nello studio.

Di questi, 48 sono stati inclusi ne gruppo MA mentre 49 sono stati inseriti nel gruppo noMA.
Dei 16 occhi esclusi, 12 sono stati esclusi per bassa qualita delle immagini, 3 per
concomitanza di altre patologie retiniche e 1 perché sottoposto precedentemente a

trattamento con laser.

3.2 PROTOCOLLO DI ACQUISIZIONE DELLE IMMAGINI

Ogni partecipante ¢ stato sottoposto a imaging retinico non invasivo dopo la dilatazione delle
pupille con tropicamide 1% e fenilefrina cloridrato 5%.

Per le CFP ¢ stata utilizzata la fotocamera EIDON (CenterVue, Padova, Italia) con
acquisizione di 5 campi retinici delle dimensioni di 60°x55° (centrale, temporale, nasale,
superiore, inferiore). Le immagini OCT e OCT-A sono state acquisite con swept source DRI-
OCT/OCT-A Triton Plus (Topcon Medical Systems Europe, Milano, Italia). Il protocollo di
acquisizione dello studio comprendeva una scansione OCT radiale di 6 millimetri centrata

sulla fovea e una mappa OCT-A tridimensionale di 3x3 mm della macula (Figura 18).

Figura 18. Esempi di scansione OCT radiale 6mm (a sinistra) e di OCT-A tridimensionale di 3x3

mm.
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3.2.1 VALUTAZIONE OCT

Utilizzando la segmentazione automatica dello strumento per identificare 1 singoli strati,
sono stati valutati i seguenti parametri (Figura 19) con ’OCT strutturale:

- CMT;

- spessore dello strato delle fibre nervose retiniche (RNFL);

- spessore del complesso dello strato delle cellule ganglionari (GCL+), localizzato tra
I’interfaccia NFL/GCL e I’interfaccia dello strato plessiforme interno/strato nucleare
interno (IPL/INL);

- spessore del complesso costituito dall’associazione tra RNFL e il GCL+ (GCL++),
compreso tra I’interfaccia della membrana limitante interna/NFL e 1’interfaccia

IPL/INL.

Per ciascuno dei quattro spessori (CMT, RNFL, GCL+ e GCL++), sono stati presi, oltre
all’area centrale, anche i dati perimetrali nominando ogni zona con:

- S: superiore

- N:nasale

- I: inferiore

- T: temporale
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Retina (ILM-OS/RPE) RNFL (ILM-RNFL/GCL)

GCL+ (RNFL/GCL-IPL/INL)

Figura 19. Spessori CTM, RNFL, GCL+, GCL++. Immagine del fondo a colori associata al B-Scan

dell’OCT con riferimenti (frecce bianche) alla sezione presa in considerazione

3.2.2 VALUTAZIONE OCT-A

Le immagini OCT-A sono state inizialmente utilizzate per valutare qualitativamente la
presenza, il numero e la localizzazione dei MA.

La localizzazione di MA ¢ stata valutata sia in termini di plesso (solo nel SCP, solo nel DCP
o visibili in entrambi 1 plessi) sia in riferimento della specifica posizione sulla base del

quadrante coinvolto (superiore, nasale, inferiore e temporale).
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La valutazione dei MA ¢ stata eseguita separatamente da due classificatori e, in caso di
disaccordo, un terzo esperto e specialista della retina ha preso la decisione finale.
I parametri analizzati in corrispondenza sia dell’SCP che del DCP sono stati:

- PD

- VD

- FD

- FAZ area, perimetro e CI
utilizzando scansioni OCT-A 3x3 mm, PD, VD e FD sono state calcolate utilizzando il
software per analisi immagini MATLAB con script personalizzati (version 2017b;
MathWorks, Natick, MA).
Il contorno della FAZ ¢ stato delineato manualmente (Figura 20) e successivamente area e

perimetro sono stati calcolati su SCP e DCP utilizzando il software ImagelJ, versione 1.54

(http:// imagej.nih.gov/ij/; fornito nel pubblico dominio dal National Institutes of Health,
Bethesda, MD).

Figura 20. FAZ delineate manualmente con ImageJ (a destra SCP, a sinistra DCP)

11 Circularity Index (IC) ¢ stato calcolato con la formula:

. . __ 4w xArea
Clrcularlty Index = Perimeter?

Per le analisi di SCP e DCP ¢ stata utilizzata la segmentazione automatica originale fornita

dallo strumento, dopo una revisione per valutarne I’effettiva correttezza.

Nello studio sono state prese in considerazione solo le immagini che risultavano prive di

artefatti e con indice di intensita del segnale superiore a 50.
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Tutte le valutazioni sono state effettuate prima sull’intera immagine e in un secondo
momento suddividendo le immagini in quattro quadranti (Figura 21) per entrambi i plessi

(superiore, nasale, inferiore e temporale).

Figura 21. Suddivisione in quattro quadranti dell’immagine. L’area rossa rappresenta la FAZ, area
avascolare esclusa dai calcoli dello studio.

3.3 ANALISI STATISTICA

I dati a distribuzione normale sono stati presentati come media e deviazione standard (SD),
mentre i dati a distribuzione non normale sono stati presentati come mediana e intervallo
interquartile (IQR). Le variabili categoriche sono state riassunte come conteggi e percentuali.
Le differenze delle variabili continue tra i due gruppi sono state valutate utilizzando il test
T-student o il test U di Mann-Whitney in base alla distribuzione delle variabili.

Un valore P a due lati < 0,05 ¢ stato considerato statisticamente significativo. L’analisi
statistica ¢ stata eseguita utilizzando STATA versione 18 (College Station, TX: Stata Corp
LLC).
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CAPITOLO QUARTO - RISULTATI

Inizialmente ¢ stata selezionata una coorte di 111 occhi da includere nello studio di cui 16
occhi sono stati esclusi dall'analisi finale. La popolazione finale di studio era composta da
97 occhi, di cui 48 assegnati al gruppo MA e 49 al gruppo noMA.

Non sono state rilevate differenze di eta, durata del DM e controllo glicemico tra i gruppi.
L'eta media era di 61.9 £+ 10.1 anni nel gruppo MA e di 63.7 + 12.6 anni nel gruppo noMA
(p>0.05).

La Tabella 1 riassume i principali dati demografici e clinici della popolazione in studio nei

due gruppi.

Tabella 1. Dati demografici e clinici della popolazione in studio

MA noMA p-value
Eta (anni) 61.85+10.09 63.71 £ 12.64 p>0.05
Sesso (M/F) 38/10 35/14
Occhio (OD/OS) 26/22 25/24
Tipo di diabete 10/38 8/41
(DM1/DM2)
Durata diabete (anni) 16.07 £ 9.15 17.25+13.16 p>0.05
HbAlc (%) 7.18 +£0.92 7.13+£1.34 p>0.05
Acuita visiva - BVCA 83.73 £2.50 83.12+£3.45 p>0.05
(lettere)

Nel gruppo MA, ¢ stato rilevato un totale di 77 MA di cui:
- 17 (22%) nel SCP
- 36 (46.8%) nel DCP
- 24 (31.2%) che coinvolgevano sia il SCP che il DCP.

Non sono state rilevate differenze nei parametri OCT tra i due gruppi, tutti i parametri sono

risultati con un p-value>0.05 e sono riportati nella Tabella 2.
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Tabella 2. Parametri OCT

MA noMA

CMT (nm) 250.5 [IQR 225-264.5] 245 [IQR, 230-258]
S-MT (um) 312 [IQR 297-326] 315 [IQR, 299-326]
N-MT (nm) 311.5 [IQR 294.5-333] 314 [IQR, 301-325]
I-MT (um) 307.5 [IQR, 292-327] 310 [IQR, 294-323]
T-MT (um) 299 [IQR, 284-318.5] 303 [IQR, 286-315]
C-RNFL (um) 4 [IQR, 3-5.5] 4 [IQR, 3-6]
S-RNFL (um) 31 [IQR, 29-33] 31 [IQR, 30-34]
N-RNFL (um) 28 [IQR, 25-30] 28 [IQR, 26-30]
I-RNFL (pm) 32 [IQR, 30-33] 32 [IQR, 29-34]
T-RNFL (um) 22.5 [IQR, 20-25] 23 [IQR, 20-25]
C-GCL+ (nm) 45.5 [IQR 40-55] 47 [IQR, 43-53]
S-GCL+ (um) 91 [IQR 83.5-95] 91 [IQR, 86-95]
N-GCL+ (um) 88 [IQR 79-95] 90 [IQR, 85-95]
I-GCL+ (um) 89 [1QR, 80.5-95] 89 [1IQR, 83-94]
T-GCL+ (um) 86 [IQR, 78.5-92.5] 87 [1QR, 80-93]

C-GCL++ (um)

51.52 [IQR, 44-60.5]

52.63 [IQR, 47-60]

S-GCL++ (um)

122.5 [IQR, 112-129]

123 [IQR, 117-129]

N-GCL++ (um)

117.5 [IQR, 108.5-125]

119 [IQR, 113-123]

I-GCLA++ (um)

120 [IQR, 111-130]

121 [IQR, 114-128]

T-GCL++ (um)

109 [IQR, 99.5-115]

110 [IQR, 103-114]

Per quanto riguarda i parametri OCT-A, tutti i dati sono raccolti nella Tabella 3.
Il gruppo MA ha mostrato una diminuzione significativa della mediana di VD e di FD nel
SCP rispetto al gruppo noMA:

- VD> 17.57 mm™ [IQR, 17.11-18.13] vs 18.41 mm! [IQR, 17.58-18.84], p<0.01

- FD = 1.55[IQR, 1.54-1.55] vs 1.55 [IQR, 1.54-1.55], p<0.0,
Nel DCP, una riduzione significativa si ¢ osservata nella mediana di VD, PD e FD:

- VD> 18.2 mm™ [IQR, 17.82-18.66] vs 18.79 mm™! [IQR, 18.36-19.41], p<0.01

- PD = 45.6% [IQR, 44.39-46.28] vs 44.58% [IQR, 43.52-45.40] p<0.01

- FD = 1.55[IQR, 1.55-1.55] vs 1.55 [IQR, 1.55-1.56], p=0.02
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Dopo la suddivisione in quattro quadranti, il quadrante inferiore del gruppo MA ha mostrato
una significativa riduzione della mediana di VD e FD nel SCP rispetto al gruppo noMA:

- VD> 429 mm! [IQR, 3.94-4.69] vs 4.58 mm! [IQR, 4.24-4.84], p=0.02;

- FD = 1.32[IQR, 1.31-1.33] vs 1.33 [IQR, 1.32-1.34], p=0.05
Cosi come nel DCP del quadrante inferiore:

- VD = 4.48 mm™ [IQR, 3.98-4.75] vs 4.68 mm! [IQR, 4.28-5.2], p=0.04;

- FD = 1.33 [IQR, 1.31-1.33] vs 1.33 [IQR, 1.32-1.35], p=0.03.

Il quadrante nasale del gruppo MA ha mostrato una significativa riduzione solo nella
mediana di VD del SCP rispetto al gruppo noMA:
- VD = 4.57 mm™ [IQR, 4.35-4.78] vs 4.79 mm! [IQR, 4.41-4.9], p=0.05.

Il gruppo MA ha mostrato un incremento significativo della mediana dell’area FAZ e del
perimetro nel SCP e nel DCP se paragonato al gruppo noMA:
- FAZ Area SCP = 0.34 mm? [IQR, 0.11-0.50] vs 0.28 mm? [IQR, 0.06-0.40], p<0.01;
- FAZ Area DCP - 2.84 mm [IQR, 1.48-3.50] vs 1.94 mm [IQR, 1.07-2-2.78],
p<0.01;
- Perimetro SCP > 0.75 mm? [IQR, 0.16-0.93] vs 0.42 mm? [IQR, 0.08-0.68], p=0.02;
- Perimetro DCP = 4.26 mm [IQR, 2.11-5.19] vs 3.21 mm [IQR, 1.38-4.47], p=0.02;

rispettivamente).

Il gruppo MA ha mostrato una mediana significativamente piu piccola di CI nel SCP rispetto

al gruppo noMA > 0.56, [0.49-0.62] vs 0.60, [0.53-0.70], p=0.03.

51



Tabella 3. Parametri OCT-A. In grassetto i parametri risultati statisticamente significativi.

MA noMA p-Value
FAZ area SCP 0.34 [IQR, 0.11-0,50] 0.21 [IQR, 0.05-0.35] p<0.01
(um?)
FAZ peri SCP (um) 2.84 [IQR, 1.48-3.49] 1.9 [IQR, 1.07-2.77] p<0.01
CISCP 0.56 [IQR, 0.49-0.62] 0.60 [IQR, 0.53-0.70] p=0.03
FAZ area DCP 0.75 [IQR, 0.16-0.93] 0.42 [IQR, 0.83-0.68] p=0.02
(um?)
FAZ peri DCP 4.26 [IQR, 2.11-5.19] 3.2 [IQR, 1.38-4.46] p=0.02
(um)
CIDCP 0.47 [IQR, 0.42-0.53] 0.51 [IQR, 0.46-0.56] p>0.05
PD SCP (%) 44.73 [IQR, 43.31-45.89] 45.17 [IQR, 44.29-46.56] p>0.05
VD SCP (mm™) 17.56 [IQR, 17.11- 18.41[IQR, 17.58-18.84] p<0.01

18.13]

FD SCP 1.54 [IQR, 1.54-1.55] 1.55 [IQR, 1.54-1.55] p<0.01
PD DCP (%) 44.58 [IQR, 43.52-45.39] 45.6 [IQR, 44.39-46.28] p<0.01
VD DCP (mm™) 18.2 [IQR, 17.82-18.65] 18.79 [IQR, 18.36-19.41] p<0.01
FD DCP 1.55 [IQR, 1.55-1.55] 1.55 [IQR, 1.55-1.56] p=0.02
S-PD SCP (%) 48.95 [IQR, 44.94-52.20] 47.95 [IQR, 45.08-52.01] p>0.05
S-VD SCP (mm!) 4.72 [IQR, 4.33-4.98] 4.71 [IQR, 4.42-5.00] p>0.05
S-FD SCP 1.30 [IQR, 1.29-1.31] 1.30 [IQR, 1.29-1.31] p>0.05
S-PD DCP (%) 47.99 [IQR, 44.05-54.82] 47.61 [IQR, 42.57-52.99] p>0.05
S-VD DCP (mm™") 4.92 [IQR, 4.66-5.42] 4.96 [IQR, 5.53-5.51] p>0.05
S-FD DCP 1.31 [IQR, 1.3-1.33] 1.31 [IQR, 1.3-1.33] p>0.05
I-PD SCP (%) 43.40 [IQR, 39.47-46.87] 43.84 [IQR, 41.61-47.85] p>0.05
I-VD SCP (mm™) 4.29 [IQR, 3.93-4.69] 4.58 [IQR, 4.24-4.84] p=0.02
I-FD SCP 1.32 [IQR, 1.30-1.33] 1.33 [IQR, 1.32-1.34] p=0.05
I-PD DCP (%) 42.06 [IQR, 35.06-46.67] 43.85[IQR, 39.4-48.95] p>0.05
I-VD DCP (mm™) 4.47 [IQR, 3.98-4.74] 4.68 [IQR, 4.28-5.2] p=0.04
I-FD DCP 1.33 [IQR, 1.30-1.33] 1.33 [IQR, 1.32-1.35] p=0.02
N-PD SCP (%) 46.42 [IQR, 43.45-48.35] 46.62 [IQR, 44.27-48.63] p>0.05
N-VD SCP (mm™!)  4.57 [IQR, 4.34-4.78] 4.79 [IQR, 4.41-4.90] p=0.05
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N-FD SCP 1.31 [IQR, 1.30-1.33] 1.32[IQR, 1.31-1.34]  p>0.05
N-PD DCP (%) 46.38 [IQR, 42.65-50.04] 46.71 [IQR, 44.05-50.93] p>0.05
N-VD DCP (mm-')  4.75 [IQR, 4.44-5.02] 485[IQR, 4.56-5.12]  p>0.05
N-FD DCP 1.31 [IQR, 1.3-1,34] 1.32[IQR, 1.31-1.34]  p>0.05
T-PD SCP (%) 42.07 [IQR, 40.07-44.96] 41.18 [IQR, 39.55-44.17] p>0.05
T-VD SCP (mm')  4.13 [IQR, 3.94-4.39] 424[IQR, 4.04-4.42]  p>0.05
T-FD SCP 1.3 [IQR, 1.28-1.31] 1.3 [IQR, 1.29-1.32] p>0.05
T-PD DCP (%) 42.37[IQR, 38.99-45.65] 41.46 [IQR, 39.49-44.45] p>0.05
T-VDDCP (mm')  4.17 [IQR, 3.97-4.5] 434[IQR, 4.14-4.61]  p>0.05
T-FD DCP 1.3 [IQR, 1.29-1.31] 1.3 [IQR, 1.29-1.32] p>0.05
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CAPITOLO QUINTO - DISCUSSIONE E
CONCLUSIONE

Il presente studio ha analizzato la correlazione tra la presenza di MA maculari e 1 parametri
quantitativi di danno microvascolare e neurodegenerativo utilizzando OCT e OCT-A, in
occhi con RDNP lieve e moderata.

Sono stati evidenziati, come risultati principali, un significativo allargamento e
rimodellamento della FAZ, insieme a una diminuzione della perfusione e della complessita
vascolare in regione maculare nel gruppo con MA rispetto al gruppo noMA; al contrario,
non sono state rilevate differenze significative nei parametri OCT di danno
neurodegenerativo tra i due gruppi.

Per quanto riguardo i parametri demografici e clinici, non sono state osservate differenze
significative; infatti, eta, durata della malattia e controllo glicemico erano sovrapponibili nei

due gruppi.

Localizzazione e impatto dei MA
I MA nella RD sono stati documentati in tutti e tre i plessi capillari (SCP, ICP e DCP) spesso

152 Tuttavia, esami

con coinvolgimento di piu strati retinici contemporaneamente.
postmortem e citologici di occhi con RD hanno dimostrato che la maggior parte dei MA ha
origine all’interno dell’INL, indicando un ruolo primario dei segmenti piu profondi della
circolazione retinica nello sviluppo degli stessi.?*>* Nonostante cio, ¢ stato osservato che
possono estendersi lungo I’intero spessore della retina e, nella maggior parte dei casi,
occupare almeno due strati retinici.’! Ad oggi, grazie all’lOCT-A ¢ diventato possibile
eseguire un’indagine separata dei diversi plessi capillari retinici, permettendo una precisa
localizzazione dei MA anche in vivo. In linea con le ricerche effettuate in studi precedenti

(sia istologici sia clinici tramite angio-OCT), anche in questo studio ¢ emersa una

predominanza di MA nel DCP.?2%°

Il turnover dei MA e la correlazione tra MA e DME
I1 turnover dei MA nella RD € un fenomeno dinamico in cui 1 MA si formano, si risolvono,

e ricompaiono in diversi siti vascolari. Questo processo di turnover ¢ influenzato da vari
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fattori, tra cui I’ischemia capillare e I’'up-regulation dei fattori di crescita endoteliale, come
il VEGF.?* Alcuni studi hanno mostrato che i MA si formano prevalentemente in risposta
all'ipossia e all'ischemia retinica. Quando le aree della retina non ricevono abbastanza
ossigeno a causa della ridotta perfusione, le cellule endoteliali dei capillari retinici
producono fattori angiogenici come il VEGF che stimola la formazione di nuovi vasi
sanguigni da cui possono formarsi i MA, secondo la teoria per la quale i MA potrebbero
essere dei tentativi abortiti di neovascolarizzazione.>? I MA possono scomparire nel tempo
come conseguenza della chiusura dei capillari da cui si sono formati. La chiusura del network
capillare ¢ un segno di progressione della malattia e porta a un’ulteriore riduzione della
perfusione retinica. La scomparsa dei MA ¢ stata correlata alla chiusura dei vasi retinici.
Quando un MA scompare, indica che il capillare in cui si trovava ¢ diventato non perfuso,
un fenomeno noto come dropout capillare. Questo puod essere utilizzato come indicatore
indiretto di ischemia retinica.”!

Altri studi hanno suggerito che un tasso elevato di turnover dei MA e la presenza di MA
iperreflettenti potrebbero essere utili come potenziali fattori predittivi per lo sviluppo di
DME in quanto questi possono indicare un danno piu avanzato ai vasi sanguigni retinici e,
avendo pareti piu fragili o danneggiate rispetto a quelli iporeflettenti e sono piu propensi a
perdere fluidi.?**¢ In particolare, i MA iperreflettenti, rilevati con SD-OCT, mostrano una
forte associazione con I’accumulo di liquido extracellulare, a causa della rottura della
barriera emato-retinica nel DCP.34-3

Un tasso elevato di turnover dei MA ¢ stato suggerito come potenziale fattore predittivo per
la progressione della RD e per lo sviluppo di DME. La formazione frequente e la risoluzione
dei MA indicano un ambiente vascolare instabile e ipossico, che ¢ associato a un

peggioramento della malattia.

Ruolo dei MA nella formazione degli spazi cistoidi

In un altro recente studio condotto da Elnahry & Ramsey ¢ stata trovata una significativa
correlazione tra i MA rilevati in FA e la percentuale di ischemia misurata sia con FA che con
OCT-A nel SCP.?° Gli Autori ipotizzano che una minore ischemia negli strati pitt profondi
della retina possa promuovere la formazione di MA per i seguenti meccanismi: in condizioni
di ischemia nel SCP il flusso sanguigno potrebbe essere ridistribuito verso gli strati piu
profondi, come meccanismo di compenso, causando uno stress emodinamico sui vasi retinici

e favorendo la formazione di MA, cosi come anche una risposta compensatoria con
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formazione di neovasi puo portare alla formazione di MA, altri meccanismi sono legati alla
fragilita dei vasi a seguito di ischemia prolungata e alla produzione dei fattori proangiogenici
(VEGF). Quelli elencati, sono tutti meccanismi che cercano di migliorare la perfusione nelle
aree ischemiche ma che paradossalmente possono favorire la formazione di MA.

Studi precedenti hanno evidenziato la vicinanza dei MA alle aree di non perfusione capillare,
come rilevato in OCT-A dalla vicinanza tra MA e aree di dropout capillare, in cui c'¢ una
perdita o una riduzione significativa della rete capillare.?>?72%33 La vicinanza dei MA a
queste aree indica che essi possano avere un ruolo attivo nella formazione degli spazi
cistoidi, rompendo la barriera emato-retinica interna e permettendo al fluido di fuoriuscire
dai vasi sanguigni e accumularsi nei tessuti retinici.®’

In sintesi, la vicinanza dei MA alle aree di non perfusione capillare e la formazione di MA
in risposta alla minore ischemia negli strati piu profondi sono fenomeni interconnessi che
insieme contribuiscono alla complessa patogenesi dell'edema maculare diabetico (DME) e

alla formazione di microaneurismi nella retina.

Correlazione tra MA e DMI

Abdel-Kader et al. hanno utilizzato I’OCT-A per una valutazione retrospettiva dell’entita del
DMI in relazione al numero dei MA nei diversi plessi capillari;*? tuttavia, i MA sono stati
contati su immagini FA, senza, quindi, una corretta localizzazione nel SCP e/o nel DCP.?

I risultati hanno rilevato una correlazione positiva tra il numero complessivo di MA e la
ridotta perfusione nel SCP e, sulla base di questi dati, gli Autori hanno ipotizzato che
I’ischemia nel SCP potrebbe essere un fattore pit importante nello sviluppo dei MA rispetto
all’ischemia del DCP. La maggiore prevalenza di MA nel DCP precedentemente descritta, e
confermata anche nel nostro studio, ¢ stata spiegata dagli Autori come dipendente da una
maggiore integrita strutturale di questo plesso rispetto al SCP: questa caratteristica puo
facilitare la formazione o la persistenza di MA all’interno del DCP, mentre la loro regressione
si associa alla perdita di capillari. 22-24-26-33

Nonostante quanto descritto da Abdel-Kader et al., il nostro lavoro mostra un
coinvolgimento di entrambi i plessi (SCP e DCP) in termini di riduzione della perfusione nel
gruppo MA. Questi risultati sono basati su dati OCT-A, il quale ha una capacita di risoluzione
superiore nel catturare la geometria dei capillari e dei modelli di ramificazione rispetto a FA

e CFP, grazie al suo approccio computazionale nella ricostruzione dei plessi capillari retinici.
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Sebbene I’ischemia abbia certamente una stretta associazione con la formazione e la
persistenza dei MA, non ¢ ancora stata completamente stabilita una relazione temporale
definitiva tra queste due entita: si discute, infatti, se I’ischemia capillare retinica sia sempre
la causa della formazione di MA, dal momento che la comparsa di MA si osserva anche in
aree di perfusione preservata. E plausibile quindi che vari meccanismi fisiopatologici siano
alla base dello sviluppo dei MA, coinvolgendo sia la non perfusione capillare che
I’infiammazione, in diversa misura.?* L’ischemia, potenzialmente derivante dalla perdita di
piccoli rami vascolari terminali, potrebbe guidare la formazione di MA all’interno della
regione maculare degli occhi con RD.

Il nostro studio sottolinea questo concetto rivelando una correlazione tra MA centrali e
diminuzione della dimensione frattale, indicatore di ridotta complessita vascolare.

Tramite 1’utilizzo dell’OCT-A, recenti indagini condotti da Cunha-Vaz et al., hanno rilevato
valori costantemente ridotti di VD maculare, indicativi della chiusura capillare, in modo
direttamente proporzionale alla gravita della retinopatia.>*

Questi risultati suggeriscono che la presenza di MA centrali nei pazienti con RDNP possa
essere associata a una piu severa ipoperfusione maculare e a una ridotta complessita
vascolare. Al momento, come accennato precedentemente, non si conosce la relazione
temporale tra MA e ischemia capillare retinica, tuttavia, ¢ importante notare che entrambe le
condizioni coesistono frequentemente e sono fattori fondamentali che contribuiscono al

peggioramento della vista nella retinopatia diabetica.>

Implicazioni della DMI

In uno studio condotto su 321 occhi di 178 pazienti affetti da RD, Yang et al. hanno
analizzato il valore prognostico del DMI rilevato nelle scansioni OCT-A sulla progressione
della malattia. L’ischemia a livello sia del SCP che del DCP ha dimostrato avere una
correlazione con la progressione della malattia e il deterioramento visivo legato a RD, ma
solo I’ischemia del DCP si & dimostrata predittiva dello sviluppo di DME.5?

La stretta associazione anatomica e funzionale del DCP con le cellule di Miiller puo spiegare
questa correlazione tra DMI nel DCP e DME, poiché queste cellule hanno un ruolo nel

1362 1’ischemia a livello del plesso profondo pud

rimuovere il liquido in eccesso dalla retina.
quindi dare come conseguenza una disfunzione delle cellule di Miiller, portando ad
accumulo di liquido e alla rottura della membrana emato-retinica interna, segno distintivo

del DME, a causa della perdita di periciti.*-** Inoltre, essendo il DCP irrorato solo da piccole
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arteriole che originano dall’ICP,?* qualsiasi danno al plesso si riversa anche sul drenaggio
venoso, esacerbando a sua volta I’accumulo di liquidi nella retina.®>% Lo studio ha
dimostrato anche una significativa associazione tra DMI nel DCP e I’alterazione dei
fotorecettori, che si traduce in un deterioramento dell’acuita visiva e in una ridotta sensibilita
retinica, la quale puo portare a difficolta nel vedere in condizioni di scarsa illuminazione o
nel percepire piccoli dettagli, e in onde elettromagnetiche prolungate, quindi un
prolungamento del tempo di risposta nella registrazione dell'attivita elettrica retinica,
osservato tramite elettroretinografia (ERG), un test che misura la risposta elettrica della
retina alla stimolazione luminosa.’’” Al contrario, il DMI nel SCP ha mostrato una
correlazione con la disorganizzazione degli strati retinici interni, condizione che riflette
prevalentemente il danno neurodegenerativo nella retina. La presenza di DRIL non ¢ solo
correlata ad una compromissione della funzione visiva, ma serve anche come un importante
marker prognostico nella RD. La valutazione della DRIL tramite OCT ¢ quindi cruciale nella
gestione clinica della malattia.®®

Questo suggerisce che, sebbene entrambe le ischemie dei plessi giochino ruoli importanti
nella progressione della RD, esse abbiano ruoli diversi e interessino strutture diverse con

diverse funzioni retiniche.

Valutazione dei parametri di perfusione

Ricerche precedenti hanno gia quantificato una riduzione dei parametri di perfusione legati
alla DMI su OCT-A, inclusi FAZ, PD e VD, negli occhi di pazienti diabetici, e negli occhi
affetti da vari gradi di RD.!8:20:27

La riduzione di VD e I’aumento dell’area della FAZ sono stati associati alla gravita della
RD, alla riduzione della VA ¢ all’entita della risposta al trattamento per DME.27-3%70
Confrontando i pazienti diabetici con soggetti di controllo sani, Takase et al. e Di et al. hanno
entrambi mostrato un allargamento statisticamente significativo della FAZ sia in SCP che in
DCP.>*>% Analogamente, De Carlo et al. hanno riportato un aumento delle dimensioni e del
rimodellamento della FAZ, insieme alla presenza di aree adiacenti di non perfusione
capillare in individui con diabete.?’ Uno studio precedente condotto da Samare et al. ha
dimostrato una FAZ piu grande negli occhi affetti da RD rispetto ai soggetti sani di pari eta,
insieme a una riduzione di VD. 27 Questi parametri mostrano una correlazione lineare
positiva con la gravita della RD e una correlazione inversa con la BCVA. 23637 Uno studio

condotto da Agemy et al. ha dimostrato una riduzione statisticamente significativa di VD
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negli occhi con RD rispetto a occhi sani, nelle scansioni 3x3mm e 6x6mm, sia nel SCP che
nel DCP.
Freiberg et al. hanno dimostrato un ingrandimento della FAZ sia in SCP che in DCP negli

occhi affetti da RD rispetto a quelli dei soggetti sani, in particolare nel DCP.>

Il presente studio ¢ il primo a confrontare i parametri di perfusione quantitativa OCT-A alla
presenza di MA centrali, valutando un ingrandimento statisticamente significativo della FAZ
sianel SCP che nel DCP negli occhi con RDNP lieve e moderata che presentano MA, rispetto
agli occhi con simile stadio di malattia ma senza MA centrali.

L’indice di circolarita ¢ significativamente minore nel SCP del gruppo MA rispetto al gruppo
noMA, ad indicare una deformazione piu marcata della FAZ a questo livello.

Le riduzioni di VD e PD sono gia state associate alla RD cosi come una correlazione inversa
con la progressione della RD da RDNP lieve fino a RDP.?7->8

La FD ¢ un indice di complessita vascolare e la sua diminuzione ¢ gia stata ampiamente
riportata nella RD. Indagini precedenti hanno rilevato alterazioni di FD dei vasi retinici negli
occhi affetti da RD, rispetto ai controlli sani, utilizzando sia FA che OCT.>%¢0

Ulteriori indagini condotte su immagini OCT-A hanno riportato una diminuzione di FD in
SCP e DCP con riduzioni statisticamente significative pit costanti nella DCP.5!

Nello studio di Elnahry e Ramsey, sono stati valutati 24 occhi di 17 pazienti con RD
evidenziando una significativa correlazione inversa tra FD delle immagini OCT-A nel DCP
e il numero di MA rilevati con FA.?

Questi studi hanno portato a ipotizzare che un aumento del numero di MA possa indicare
una perdita della normale ramificazione vascolare, in particolare nel DCP, dove sono piu

frequentemente osservati i MA, che spesso appaiono a livello dei capillari terminali e vicino

ai bordi della DMI22:25.27.28

Punti di forza e limiti dello studio
Tra i punti di forza del nostro studio annoveriamo:

- T'utilizzo dell’OCT-A che ha permesso una visualizzazione dettagliata dei diversi
strati dei plessi capillari retinici in modo del tutto non invasivo, migliorando la
comprensione delle alterazioni vascolari specifiche associate alla presenza di MA;

- lacorrelazione esistente tra MA e i parametri vascolari quantitativi, in cui si identifica

una significativa riduzione della perfusione e della complessita vascolare negli occhi
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con MA rispetto a quelli senza MA, confermando I’importanza della valutazione di
questi marker nella progressione della RD;

I’approfondimento e il confronto con i dati gia presenti in letteratura offrendo una
visione piu completa e mettendo in luce convergenze e discrepanze dei risultati

ottenuti.

L’attuale studio presenta alcuni limiti:

in primis, al fine di garantire una comprensione completa della relazione tra MA e
ischemia maculare, nonché della loro potenziale associazione con lo sviluppo di
DME, sarebbero necessarie ulteriori indagini su scala pit ampia e con un disegno
longitudinale. Individuare queste interconnessioni potrebbe fornire indicazioni
preziose sui meccanismi alla base della progressione della RD e del DME;

un secondo limite ¢ correlato all’imaging OCT-A in quanto suscettibile di vari
potenziali artefatti; ad esempio, artefatti da movimento, artefatti da proiezione e
fallimento della segmentazione automatica. Inoltre, la mancanza di vasi, osservabile
al’OCT-A come immagine scura, non indica necessariamente |’assenza di
vascolarizzazione. Di conseguenza, le aree prive di vasi alle immagini OCT-A
potrebbero in realta possedere dei vasi anatomici reali, dando luogo a una perfusione
che, durante I’esame diagnostico, risulterebbe falsamente negativa essendo al di sotto
della soglia rilevabile dallo strumento. Si prevede che questo fenomeno abbassi
artificialmente la FD;

un terzo limite ¢ dato dal fatto che i pazienti in studio non sono stati sottoposti ad un
esame fluoroangiografico e questo potrebbe comportare una sottostima nel numero

di MA.

Conclusione

Il nostro studio non ha rilevato alcuna associazione tra una riduzione dei parametri OCT

indicativi di neurodegenerazione e la presenza di MA centrali. Questa mancanza di

correlazione potrebbe derivare dalle dimensioni relativamente limitate del campione

analizzato, poiché ¢ stata trovata una riduzione complessiva del GCL+ nel gruppo che

manifesta MA, ma non ha raggiunto la significativita statistica.
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Lo studio fornisce evidenze solide sulla correlazione tra la presenza di MA centrali e
parametri di perfusione e di complessita vascolare, rappresentando una conferma clinica dei
dati istologici disponibili. Inoltre, evidenzia il potenziale dei MA come marker per il
monitoraggio, la diagnosi e la gestione precoce della malattia e delle sue complicanze, al
fine di prevenire un ulteriore deterioramento della microvascolarizzazione retinica e della
progressione della RD.

Tuttavia, la mancanza di una chiara relazione temporale tra MA e ischemia capillare retinica
indica la necessita di ulteriori studi longitudinali per chiarire i meccanismi fisiopatologici
sottostanti.

Ampliando la dimensione campionaria, questo studio potrebbe essere un punto di partenza
per effettuare indagini a lungo termine volte a stabilire la lacuna presente nella relazione
temporale tra MA e DMI, con il fine di rafforzare i risultati ottenuti e migliorare la

significativita statistica.
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