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RESUMEN

INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA), la mayor causa mundial de demencia, es
incurable actualmente. Su diagndstico precoz en fase de deterioro cognitivo
leve (DCL) se antoja clave para lograr un tratamiento con mejores perspectivas
de éxito. Por ello, sus biomarcadores estdn en pleno desarrollo e incluso
algunos se han incluido en sus criterios diagndsticos, como los de neuroimagen
y de liquido cefalorraquideo (LCR). Los sintomas visuales aparecen en la EA
desde sus fases iniciales y se especula que resulten de una “neurodeneracion
retiniana” que precederia y luego acompanaria a los sintomas cognitivos. Por

ende, la busqueda de biomarcadores retinianos estd en auge.

ANTECEDENTES

Varios estudios han mostrado adelgazamiento retiniano alrededor del disco
optico y la macula mediante estudios anatomopatologicos y de tomografia de
coherencia optica (OCT) en la EA, con muestras pequefias e
hiperseleccionadas, si bien otros estudios desmienten estos hallazgos. La OCT
es una técnica que captura, de manera rapida, facil y economica imagenes de
resolucioén histologica del fondo de ojo, caracteristicas que hacen albergar
esperanzas en su uso como biomarcador para el diagndstico precoz de

trastornos neurodegenerativos en las unidades de memoria (UM).

OBJETIVOS

1. Crear una cohorte de sujetos sanos y con patologia cognitiva de una UM
(NORFACE) a los que se realizara simultdneamente anamnesis y exploracion
oftalmologica completas seguidas de una OCT (N=3930).

2. Conocer las patologias oftalmolédgicas asociadas a una UM y cémo se tratan.
3. Evaluar la factibilidad de la OCT a gran escala en una UM, con sujetos con
DCL o demencia tipo EA (N=930), patologias cuyas alteraciones cognitivas o
visuales pueden dificultar su implementacion.

4. Comprobar si realmente existe un adelgazamiento retiniano en las areas

sospechosas (13 variables de macula y 5 peripapilares) con un disefio de alta
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RESUMEN

validez externa, doble ciego, con inclusiébn prospectiva de sujetos
cognitivamente sanos o con diagndstico clinico de DCL o demencia tipo EA.

5. Verificar los resultados anteriores en una submuestra (N=129) de sujetos
diagnosticados con biomarcadores de neuroimagen (PET de amiloide).

6. Averiguar si esas variables retinianas aisladas o combinadas entre si en
factores, discriminan sujetos cognitivamente sanos de DCL o/y demencia EA.

7. Meta-analizar estos resultados para fijar el estado actual de la cuestion.

RESULTADOS

a) Tras ajustar por edad, sexo, escolaridad y calidad de imagen de la OCT, s6lo
en el area nasal y superior del anillo interno ETDRS se encontrd una reduccion
de grosor entre controles sanos y EA, e incluso en esas areas, fue de escasa
magnitud el efecto observado, solapado con el rango de la variabilidad normal
intraindividual de la OCT e invalidandolo como biomarcador de EA.

b) Los resultados con biomarcadores de amiloidosis no demostraron
diferencias entre los diferentes estadios de deterioro cognitivo ni diferenciado
dicotobmicamente entre sujetos positivos y negativos, dentro de cada fenotipo
cognitivo.

¢) La gran mayoria de los pacientes de la UM, incluyendo hasta demencias
moderadas, colaboraron y completaron la OCT con imagenes de calidad
aceptable. Pese a que dicha técnica se mostrd factible a nivel masivo en una
UM, en la practica, su utilidad queddé menoscabada por su escasa capacidad
discriminante de los fenotipos cognitivos. La alta prevalencia de retinopatias
primarias asociadas a la edad también dificulto la interpretacion de los datos.

d) La elevada comorbilidad de patologias oculares como el glaucoma y la
degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) aconseja la exploracion
oftalmologica en las UM como cribaje de patologia oftalmologica inadvertida.
e) La prevalencia del glaucoma en el grupo de demencia no resulté mayor que
en el de controles cognitivos, a diferencia de lo que otros autores sostienen.

f) Los sujetos con demencia tipo EA reciben menos tratamiento ocular topico y
prescripcion de lentes de correccion que los sanos, hecho que podria indicar un

tratamiento y seguimiento de salud visual subdptima.
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INTRODUCCION

3.1. La enfermedad de Alzhéimer (EA)

La enfermedad de Alzhéimer (EA) es la principal causa de demencia (1). Esta
enfermedad neurodegenerativa supone mas de la mitad de los casos de
demencia en Europa. La incidencia de la EA aumenta exponencialmente con
la edad, a partir de los 65 afios.

El informe Alzheimer's Disease International (2), cifra en 46 millones de
personas las que padecen demencia en el mundo. Si tanto la incidencia de la
EA como la tendencia de nuestras sociedades al envejecimiento se mantienen,
en 2050 habrd 131 millones de personas con demencia, la mayoria en paises
en vias de desarrollo. Para ese afio, un tercio de los espafoles tendran més de
65 anos, y habrd un millén de personas con demencia. De estos ultimos, entre
el 60 y el 80% padeceran EA (3).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lleva alertando sobre la carga
econdmica y socio-sanitaria de esta enfermedad en los ultimos afos, instando
a sus Estados miembros a tomar medidas para reducir su impacto en la salud
publica global (4).

El factor de riesgo principal es la edad pero se han sugerido otros como haber
alcanzado bajos logros educativos u ocupacionales, la escasa actividad fisica o
mental durante la vida adulta (1). Otros muchos factores se han puesto en
relacion con la EA como los traumatismos craneoencefalicos (TCE) o la carga
cerebrovascular. Esta ultima se ha asociado al hdabito tabaquico, la
hipertension (HTA), hipercolesterolemia, ateroesclerosis, enfermedad
coronaria, obesidad y diabetes mellitus (DM).

Otros estudios apuntan a que la ingesta de acidos grasos poliinsaturados,
folato, homocisteina y vitamina B12 o antioxidantes como las vitaminas Cy E
podria reducir el riesgo de desarrollar EA (5).

Si bien los factores ambientales pueden influir en el desarrollo de esta
enfermedad neurodegenerativa, el peso genético es todavia mas relevante
como han demostrado estudios con grandes poblaciones de gemelos (6).

Segun la edad de aparicion y la influencia de los genes, se diferencian dos

formas de EA: una mas frecuente, de inicio tardio, (LOAD por Late Onset
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Alzheimer’s Disease) con un patron de herencia poligénica y una
heredabilidad de entre el 60-80% y otra, con baja prevalencia (<1%), de inicio
precoz (EOAD por Early Onset Alzheimer’s Disease) con comienzo antes de
los 65 afios, mayoritariamente autosomica recesiva y con heredabilidad
cercana al 100%. Las mutaciones mas importantes causantes de la EOAD son
las del gen de la proteina precursora del amiloide (APP) y las de la presenilina
1 (PSEN1)y 2 (PSEN2).

La mayor parte de los genes responsables de la LOAD son desconocidos y
confieren menos susceptibilidad. El mas significativo es la apolioproteina E
(APOE) (7,8), cuyo alelo E4 confiere menos eficacia en el transporte de
colesterol cerebral y favorece la formacion de placas de amiloide. La presencia
heterocigota de este alelo multiplica por 3 el riesgo y en homocigosis, por 15.
Se estima que por copia del alelo desciende la edad de aparicion en una década
).

Desde un punto de vista histopatologico, las lesiones caracteristicas de la EA
son las placas seniles o neuriticas, concreciones extraneuronales por
deposicion de la proteina BA y los ovillos neurofibrilares intraneuronales
compuestos por la proteina tau (ptau) hiperfosforilada (1). Ambos sucesos

empiezan afos antes de la aparicion de los primeros sintomas cognitivos.

La hipotesis de la cascada amiloide (figura 1) es la mas usada para explicar la
fisiopatologia de la EA. Esta sostiene que es un desequilibrio de la produccion
y aclarado de PBA cerebral lo que desencadena la formacion de placas de
amiloide(10,11) pues hay pruebas tanto de que el exceso de produccion
(mutaciones deterministas APP, PSEN 1 y PSEN 2) asi como el defecto de
eliminacion del de PBA (por factores ambientales o presencia de ApoE4)
pueden contribuir a la enfermedad. Tau es una proteina axonal que se une a los
microtibulos y promueve su estabilidad y ensamblaje. La alteracion del
equilibrio entre quinasas y fosfatasas (figura 2) conduce a una proteina tau
anormalmente hiperfosforilada, lo cual lleva a la formacién de polimeros tau y
a una alteracion estructural de los microtiibulos y del flujo axonal (12,13).
Tanto las placas como los ovillos, en ultima instancia, ocasionan la
destruccion de las neuronas o/y sus sinapsis. El resultado de dicha

neurodegeneracion es la disfuncion cognitiva.
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Figura 2. Proteina Tau en la patogénesis de la EA. Tomado y adaptado de Blennow (1).

Otras teorias que se han barajado implican la alteraciéon de proteinas
reguladoras del ciclo celular, mecanismos inflamatorios, estrés oxidativo y

disfuncién mitocondrial (14-17) .
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Emil Kraepelin y Alois Alzheimer fueron los primeros médicos en describir
los sintomas como entidad nosoldgica y anatomopatologica, respectivamente,
a principios del siglo pasado (18).

El deterioro cognitivo es el mas marcado de los sindromes de la EA (1,19).
Los sintomas se inician de manera insidiosa y progresiva y afectan todos los
dominios cognitivos alterando el lenguaje, la memoria, la capacidad
visuespacial y el juicio. Los olvidos inicialmente subjetivos (20-23) y luego
verificables por observadores externos, son la presentacion sintomatica mas
frecuente. Traducen un deterioro precoz de la memoria episodica verbal. Un
porcentaje menor de casos puede debutar con afasia (24). A este fase
incipiente en que hay fallos leves en el rendimiento social y laboral se la
denomina deterioro cognitivo leve (DCL) y ya se objetiva dafio al menos un
dominio cognitivo. A pesar de ello, esta alteracion no interfiere
sustancialmente en el quehacer diario del sujeto (25-27). Conforme progresa
la enfermedad, las demds funciones cognitivas se deterioran progresivamente
produciendo un sindrome amnésico-afasico-apraxico-agnadsico.

Las alteraciones conductuales y afectivas en esta fase también son frecuentes e
incluyen ansiedad, estrés, apatia y depresion incluso en fases no avanzadas
(19,28-31). Finalmente se afectan las AVD y la autonomia, fase denominada
demencia (32—-34) y los pacientes se vuelven dependientes de sus cuidadores.
La mayoria de los tratamientos farmacologicos se basan en la hipotesis
colinérgica, que establece que la causa de la EA es la sintesis reducida del
neurotransmisor acetilcolina (35). Entre los medicamentos utilizados se
encuentran los inhibidores de la acetilcolinesterasa (IACE) como la tacrina,
rivastigmina, galantamina, donepezilo y antagonistas del receptor d¢ NMDA
como la memantina. Estos medicamentos no ayudan a detener o revertir la
progresion de la enfermedad. El mejor marco para el desarrollo de Ia
investigacion de nuevas terapias modificadores de la EA (36) parte de

diagnosticar en fases precoces.
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3.1.1. Deterioro cognitivo leve (DCL)

Por deterioro cognitivo leve se entiende una entidad neuropsicoldgica que
describe el declinar de las funciones cognitivas en relacion a su rendimiento
previo pero que no afecta sustancialmente a las AVD (25,27,37). O dicho de
otro modo, esta entidad nosoldgica hace referencia a las quejas cognitivas
objetivables que no alcanzan la entidad suficiente para provocar demencia. Se
trata pues de un constructo neuropsicologico que no se asocia a una etiologia
determinada sino que puede deberse, entre otras, a enfermedades
neurodegenerativas, cerebrovasculares, psiquidtricas o del estado de animo o
incluso a la ingesta de medicacion psicotropica.

Su formulacion obedece pues a un fin predictivo, el de identificar los sujetos
que tienen mas riesgo de evolucionar a demencia de la cual el DCL se
considera su fase prodromica (38). Es por esta razoén que, en la busqueda de
criterios mas operativos tanto en clinica como en investigacion, su definicion

ha evolucionado en los ultimos afos considerablemente (39,40).

En los ultimos afos se han ido identificando factores neuropsicolégicos
propios del MCI que confieren mayor riesgo de conversion a demencia,
especialmente a EA (26,41). El sintoma mas remarcable y precoz es el fallo en
la memoria episoddica (42—44). La dificultad inherente al concepto de DCL es
que su diagndstico exige comparar el rendimiento de un individuo
determinado con otros de su edad, sexo y escolaridad, de tal suerte que pueda
diferenciarse si dicho rendimiento cae por debajo de lo esperable. Seria pues
una entidad diferente o de riesgo en comparacion con otras como el “deterioro

de memoria asociado a la edad” (45).

El DCL se conceptualiza como una etapa de transicion entre la normalidad y
la demencia (31,40) de manera que en la practica se hace equivalente en la
escala GDS (Global Deterioration Scale) a su estadio 3 (46) y en la escala
CDR (Clinical Dementia Rating) a su estadio 0,5 (47). Esta ultima segrega a
los cognitivamente normales (CDR 0) de aquellos con DCL (CDR 0,5) y con
demencia en sus tres fases: leve (CDR 1), moderada (CDR 2) o grave (CDR
3).
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Petersen utiliz6 la memoria y el nimero de dominios cognitivos con bajo
rendimiento para definir el DCL en cuatro tipos (48) segun si afectan la
memoria (amnésico DCL-a) o la preservan (no amnésico DCL-na) y si afectan
a un Unico dominio cognitivo (unidominio DCL-ud) o a varios (multidominio

DCL-md) como se ve en la figura 3.

Mild Cognitive Impairment
Cognitive complaint

Not normal for age
Not demented
Cognitive decline
Essentially normal functional activities

Memory impaired?

Amnestic MCI Non-Amnestic MCI
Memory Single nonmemory
ACH B impairment only? cognitive domain
impaired?
Amnestic MCI Amnestic MCI Non-Amnestic MCI | | Non-Amnestic MCI
Single Domain Multiple Domain Single Domain Multiple Domain

Figura 3. Subtipos de DCL, tomados y adaptados de Petersen (48).

Los criterios de diagnostico de DCL precisan administrar pruebas
neuropsicologicas sensibles para los principales dominios cognitivos. Se
considera alterado un rendimiento por debajo de 1,5 desviaciones estandar
(DE) en un dominio respecto a sus coetdneos con equivalente escolaridad.
Aunque se consideran pautas y no puntos de corte, los pacientes con DCL
suelen rendir entre 1 y 1,5 DE por debajo del promedio de un grupo de sujetos
sanos del mismo grupo etario y nivel escolar. Para ello es preciso disponer de

datos normativos de los rendimientos por test para cada cultura e idioma (27).
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3.1.1.1. Estratificacion del riesgo de conversion del DCL

Cada patron de Petersen tiende a evolucionar mas selectivamente hacia un tipo
de demencia (48,49). Por ejemplo, los DCL-a-ud y DCL-a-md de causa
neurodegenerativa suelen evolucionar a demencia tipo EA mientras que los
DCL-a-md de causa vascular hacia demencia vascular (DV). Incluso los
pacientes con DCL-na tienden a convertir mas a EA (41,50,51) que a otras
demencias como antes de pensaba (41,48,50,51). Existe controversia sobre si
el riesgo de conversion a EA aumenta cuando otros dominios, aparte del
mnésico, estan afectados. Este hecho podria traducir una fase mas avanzada
(49,52). Por contra, otros autores sostienen que la memoria es el dominio
realmente clave en la progresion a EA incluso aunque aparezca aislada como
DCL-a-ud (41,53,54).

El Cardiovascular Health Study (CHS) aporta otra clasificacion
complementaria del DCL amnésico (55,56). Sera DCL “probable” si, salvo la
neurodegenerativa, no hay otra causa médica que pudiera explicar el cuadro

13

clinico; sera DCL “posible” si existe comorbilidad de otro tipo como
psiquiatrica, farmacoldgica o cerebrovascular que pudiera explicar la
sintomatologia o bien si no se dispusiera de neuroimagen o/y informador o

fueran de poca calidad.

Estudios posteriores han probado que los DCL “probables” suelen comprender
individuos en fases prodromicas de enfermedades neurodegenerativas,
fundamentalmente EA, mientras que los “posibles” podian deberse a una
amplia gama de patologias incluyendo también la propia EA. En cualquier
caso, el DCL posible, aunque mas lentamente, también tiende a convertir a
demencia tipo EA (41,56). Una explicacion posible es que la EA coexiste en
un porcentaje alto con trastornos psiquidtricos como el sindrome ansioso-

depresivo y factores cardiovasculares que conducen a la demencia mixta (57).

En el estudio de la presente tesis los pacientes con DCL tenian criterios de
amnésicos de unico o multiple dominio y “probables”, para refinar al subgrupo
de esa entidad clinica con mayor probabilidad de evolucionar a EA, o dicho de

otra manera, el subgrupo que se acercaria al concepto de EA prodromica.
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3.1.1.2. Neuropsicologia del deterioro cognitivo leve

Las pruebas neuropsicoldgicas disponibles se deben adaptar y luego validar en
las poblaciones diana, en este caso una poblacion hispanohablante de Espaiia.
La mayoria de pruebas se desarrollaron inicialmente en inglés y
posteriormente se tradujeron al espafiol. Con ellas se generaron baterias
conjuntas con datos normativos de edad y escolaridad en poblacion espaiola
cognitivamente sana, por ejemplo los Estudios Normativos Multicéntricos
Esparioles NEURONORMA) (58,59).

Para establecer los limites entre normalidad y anormalidad de una funcion
cognitiva dada se han de administrar dichas baterias validadas en poblacion
sana a sujetos con una entidad patologica conocida (por ejemplo un DCL
probable), diagnosticada con los criterios estandar de tal forma que se hallan
los valores de sensibilidad y especificidad en funcion del puntaje de la prueba
y los puntos de corte. Varios test han publicados los puntos de corte con este
método, validados en espafiol (60—-63). En nuestro estudio se utilizd una
bateria neuropsicologica completa y validada llamada NBACE (Bateria
Neuropsicoldégica de Fundaci6 ACE) con baremos actualizados vy
estandarizados (64,65) que ha probado su validez para el diagndstico cognitivo

y también para discriminar conversion de DCL a demencia (41).

3.1.2. Criterios diagndsticos

Tradicionalmente el diagnostico de demencia y de la enfermedad de
Alzheimer se ha realizado con los criterios del National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke (NINCDS) y el
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (ADRDA)(66) junto
con los del Manual de diagndstico y estadistico DSM-IV(67)

Con el fin de establecer un diagndstico en fases precoces de la enfermedad de
Alzhéimer se disefiaron los nuevos criterios diagnosticos NIA-AA en los que
se acufian los conceptos de la EA y el DCL debido a EA en 2011 (27) y que en
2018 fue refinada con el sistema AT(N) (68). La deteccion en fases iniciales
de la EA, permitiria tratar cuando el paciente es autonomo y todavia no tiene

comprometidas las AVD.

32



INTRODUCCION

3.1.2.1. Demencia

Para el diagnostico sindréomico de demencia cualesquiera que sean sus etiologias y
fases se utilizan los criterios del National Institute on Aging-Alzheimer’s Association
workgroups on diagnostic guidelines for Alzheimer’s disease (69). Se debe cumplir
que los cambios cognitivos ocasionen una caida respecto en la capacidad laboral o
social previas, objetivados por la historia clinica proporcionada por un informante
valido y la exploracion neuropsicologica y que no se deban a trastornos psiquidtricos
mayores. El deterioro cognitivo-conductual debe afectar al menos dos dominios: a)
memoria; b) razonamiento y manejo de tareas complejas; c¢) capacidad visuoespacial;

d) lenguaje y e) personalidad y conducta.

3.1.2.2. Demencia tipo Alzheimer probable (69)

Se considera demencia tipo Alzheimer probable si aparte de los criterios de
demencia se cumple que hay un inicio insidioso en meses o afios, pruebas de
deterioro de la cognicion con un informador fiable y si estos sintomas se

evidencian en la historia y exploracion. Las presentaciones pueden ser:

-Amnésica: la mas frecuente en la EA, cursa con alteracion del aprendizaje y

del recuerdo de informacion nueva.

-No amnésica: esta a su vez puede ser afasica, visuespacial, disejecutiva segin

el dominio cognitivo cuyos fallos predominen.

Para que sea probable se debe excluir que exista carga cerebrovascular
significativa (ictus, leucoaraiosis extensa,.) o sintomas prominentes
compatibles con demencia por cuerpos de Lewy (DLB), demencia fronto-
temporal variante de conducta (DFTvc), demencia semantica (DS), afasia
progresiva primaria (APPr) o cualquier otra condiciéon médica incluyendo la

ingesta de medicacion que altere la cognicion.

Hay ciertas situaciones donde el diagndstico de EA probable se hace con
mayor certeza. Son los casos de “EA con declinar documentado” en los que
éste se corrobora en visitas sucesivas con pruebas cognitivas o la “EA en

portadores de una mutacion determinista” como la APP, PSEN1 y PSEN2.
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El diagnostico definitivo se hace mediante estudio anatomopatoldgico aunque

la correlacion clinico-patoldgica no es 6ptima (70).

3.1.2.3. Demencia tipo Alzheimer posible (69)

Se califica de posible cuando: 1) El curso clinico es atipico por tener inicio
brusco, declive no progresivo o mal documentado o 2) Tiene biomarcadores
negativos en neuroimagen o liquido cefalorraquideo (LCR) o 3) Presenta carga
cerebrovascular concomitante o caracteristicas de DLB, DFTvc, DS o APPr o,

en general, cualquier situacion clinica que altere la cognicion.

3.1.2.4. Demencia debida a EA fisiopatologicamente probada (69)
Cuando se une el diagnostico clinico de EA con el neuropatoldgico, que

demuestra las caracteristicas histologicas propias de Alzheimer.

3.1.3. Biomarcadores y clasificaciones derivadas

Los biomarcadores son indicadores enddgenos de la actividad o estadio de un
proceso bioldgico como por ejemplo una enfermedad (71). Su busqueda en la
EA es un area emergente de investigacion que puede ser de gran utilidad sobre
todo en el diagndstico precoz en fase de DCL (72-77).

Un biomarcador ideal es aquel que es especifico, sensible, no invasivo,
economico, reproducible y adecuado y facilmente disponible para el cribado
de poblaciones a gran escala. Los biomarcadores de la enfermedad de
Alzheimer suelen cumplir s6lo parte de esta lista de requisitos (78).

Existe consenso en que el desarrollo de nuevos biomarcadores es clave para el
progreso de la investigacion en EA y que deben ser utilizados de manera
habitual en ensayos clinicos e investigacion para aumentar la precision
diagnostica. En la préctica clinica habitual, los biomarcadores se utilizan para
discernir casos de diagnodstico incierto por cursos atipicos o comorbilidades
que puedan alterar la cognicion (69). Se especula que con su concurso, las
intervenciones preventivas o/y terapéuticas con o sin farmacos, en fases
tempranas podrian disminuir la prevalencia de demencia EA o/y su velocidad

de evolucion tal que el paciente viva mas afios y con cierta calidad de vida (4).
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Los biomarcadores podrian aclarar, incluso en fases de deterioro precoz y
preclinicas, si los sintomas de un paciente evolucionaran hacia demencia tipo
EA, se quedaran estables o incluso remitiran. De tal manera, conceptos como
las quejas cognitivas subjetivas (20-22,79-82) o DCL (27,48) perderian su
significacion actual y los pacientes en esos grupos, a la luz de un biomarcador
fiable positivo para Alzheimer, se podrian diagnosticar de EA preclinica o EA
prodromica, respectivamente (38).

En el pasado, los biomarcadores se han buscado en test genéticos como el de
la apoE (8,83-86) o en baterias y composites neuropsicoldgicos (26,41,87—
91). En los ultimos afios los patrones de atrofia en resonancia magnética (RM)
(92-95) se han instaurado en la practica clinica habitual como posibles
indicadores de neurodegeneracion.

Los biomarcadores de LCR (73,76,96-99) y los de PET de amiloide (100—
107) se estan desarrollando muy rdpidamente. Estos Uultimos utilizan
compuestos como el B de Pittsburgh (PiB), el amyvidTM (florbetapirF18),
vizamylTM (flutemetamol) y el neuraceqTM (florbetaben F18) como
trazadores radiactivos para estimar la carga amiloide.

Los biomarcadores mas precisos, utilizados en los ensayos clinicos e
investigacion y con mas relacioén con el proceso fisiopatoldgico de la EA se
dividen en los de:

-Amiloidosis o depdsito de la proteina BA intracerebral: la baja concentracion
intratecal de PA-42 o la positividad de un PET de amiloide. Los
biomarcadores de PET (100-107) se han desarrollado aceleradamente.
-Neurodegeneracion o lesion neuronal: hiperconcentracion intratecal de Tau
total y Fosforilada (P- Tau) o hipocaptacion en corteza basal y lateral témporo-
parietal con el PET de 18- fluorodesoxiglucosa (FDG). Estos marcadores de
neurodegeneracion se positivizan antes de que aparezca la atrofia marcada en
la RM en las cortezas temporal (basal, medial y lateral) y la corteza parietal
medial.

Los biomarcadores especificamente oculares merecen un capitulo aparte en

esta tesis (108—116).
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3.1.3.1. Dinamica de biomarcadores en la EA

Como los cambios de la fisiopatologia del Alzhéimer aparecen décadas antes
de los primeros sintomas clinicos, existe un decalaje entre el depodsito de
placas BA, signo anatomopatologico precursor de la EA y la clinica (72,104).
La carga de dichos depositos BA, el % de portadores del alelo €4 del gen
APOE y el grado de deterioro cognitivo crecen progresivamente a partir de la
sexta década de la vida en los pacientes con DCL (117).

En la figura 4 vemos la dindmica de positivacion de los biomarcadores
principales de amiloidosis y de neurodegeneracion, por este orden, afios antes
de que debuten los primeros sintomas neuropsicologicos que a su vez
preceden a los fallos de las funciones cognitivas. En la figura 4 vemos el
modelo tedrico de la historia natural de la EA (72), donde el depdsito de
amiloide sucederia antes que la propia neurodegeneracion. Esto no siempre
ocurre asi, y en ocasiones es al revés, siendo la carga critica de depdsitos BA la

que aceleraria el proceso de neurodegeneracion y deterioro cognitivo.

Abnormal
—  Amylcid-g sccumilation (CSEPET)
— Synaptic dysfunction (FOG-PET/TMAI)
Tauw-madiated neurcnal injpary (C5F)
—  Erwin Sructure frolumetric MRT)
= Cognition
Clinical fonction
Subjective Cognitive Decline (SCD)
F 4 .
Subjective Cognitive Symptoms
— e : »
- -}/ — // Objective Cognitive Symptoms
Normal Preclinical MCI Dementia

Clinical Disease Stage

Figura 4: dindmica de positivizacion de los biomarcadores EA adaptado de Jack (72).

El International Working Group (IWG) ha publicado en los ultimos 15
afios los criterios IWG-1 (38) e IWG-2 (118) y los criterios NIA-AA
(National Institute on Aging—Alzheimer's Association) (27) que tienen en

comun el uso de diversos biomarcadores para incrementar el nivel de certeza

36



INTRODUCCION

de patologia EA en los pacientes con DCL (tablas 1 y 2). Estos articulos se

han comparado entre si y demostrado equivalentes (119) y a su vez en relacion

a su capacidad de conversion a EA en estudios longitudinales (120).

Tabla 1. Clasificacion por criterios IWG-1 e IWG-2.

IWG-I (2007)

Criterios de investigacion para la EA prodrémica

EA prodrdémica

*  Deterioro cognitivo en cualquier dominio cognitivo,
* al menos un biomarcador de EA anormal. Estos pueden ser:

-Topograficos: atrofia del 16bulo temporal medial en RMN o hipoperfusion en la
corteza parieto-temporal en el PET-FDG.
-Patofisiologicos: bajos niveles de amiloide — fA1-42 en LCR, altos niveles de Tau en

el LCR o aumento en PET de la captacion de amiloide.

IWG-2 (2014)

Criterios de investigacion para la EA prodrémica

EA no prodrémica

* Deterioro cognitivo en cualquier dominio,
* PA1-42 en LCR y/o Tau normal o

* PET de BA normal.

EA prodrdémica

* Deterioro cognitivo gradual y progresivo en memoria episédica de tipo
hipocampico aislado o acompaflado de otras alteraciones cognitivas/
conductuales sugestivas de DCL o de un sindrome de demencia.

¢ Disminucion de BA1-42 en LCR y/o aumento de Tau o

* Aumento de la captacion de BA en PET.

Tabla 2. Clasificacion del NIA-AA.

NIA-AA (2011)

Criterios de DCL debido a EA

Grupo con baja probabilidad de EA Deterioro cognitivo en cualquier dominio, marcadores

de amiloide y dafio neuronal normales.

Grupo con alta probabilidad de EA Deterioro cognitivo en cualquier dominio, marcadores

de amiloide y dafio neuronal anormales.

Grupo conflictivo IAP Deterioro cognitivo en cualquier dominio, niveles fA
(isolated amyloid pathology) anormales y marcadores de dafio neuronal normales.
Grupo conflictivo SNAP (suspected Deterioro cognitivo en cualquier dominio, niveles BA
non-Alzheimer pathophysiology) normales y marcadores de dafio neuronal. anormales.
Grupo con probabilidad intermedia Deterioro cognitivo en cualquier dominio, un marcador
de EA testeado y anormal.

Grupo no concluyente / no informativo Deterioro cognitivo en cualquier dominio, un marcador

testeado y normal.
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A pesar de dicha validacion de biomarcadores e integracion en los nuevos
criterios de diagnostico clinico, hay revisiones Cochrane que muestran o una
precision subdptima para los de LCR (99) o de neuroimagen como los PET
FDG (121) o PIB (122) o bien que no evolucionan paralelamente a la
neurodegeneracion. Por ejemplo, el amiloide podria alcanzar una meseta
mientras la neurodegeneracion prosigue (123).

Ademéas los biomarcadores actuales son muy costosos econdmicamente, como
es el caso de la deteccion de depositos de AP y Tau en el cerebro mediante
tomografia por emision de positrones (PET) o bien muy invasivos, como la
obtencion de proteina tau y péptido AP en LCR mediante puncioén lumbar (PL)
(75). Por todo ello, la busqueda de nuevos biomarcadores para el Alzheimer
sigue muy en boga. Nuestro grupo de investigaciéon se ha centrado en la
busqueda de biomarcadores retinianos porque estudios previos habian

demostrado resultados prometedores en ese area (108,111,124).

3.2. La retina, ventana al Sistema Nervioso Central (SNC)

El ojo es un organo facilmente accesible porque no estd encerrado en las
estructuras 6seas como el craneo o la columna vertebral que alojan el SNC.
Por lo tanto, la retina se presta para la busqueda de biomarcadores de las
enfermedades neurolédgicas (71).

La retina se considera una protuberancia anatémica del sistema nervioso
central con los mismos origenes embriologicos.

El hecho de que la retina se desarrolle a partir del tubo neural y una
invaginacion diencefalica de las células pluripotentes explica que comparta
muchas similitudes morfoldgicas con el cerebro (125,126) y, en parte, la
comorbilidad entre enfermedades neuroldgicas y oculares y la alta
concurrencia de sintomas visuales en patologia estrictamente cerebral
(111,127).

La retina procesa las sefiales neurales a raiz de un estimulo luminico. Antes de
atravesar la neurorretina y estimular los fotorreceptores, la luz pasa por varios
medios didptricos transparentes:

-La cornea, la parte anterior de la esclerdtica, una lente de 49 dioptrias.

-El humor acuoso, de composicion similar al LCR y cuya homeostasis es clave
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para regular la presion intraocular (P10O).

-El cristalino, una lente biconvexa de 11 dioptrias y una acomodaciéon de 15
dioptrias. Con la contraccion del musculo ciliar, se incrementa el grosor del
cristalino y se enfoca de cerca, con su relajacion, para el enfoque lejano.

-El humor vitreo, constituido por un liquido gelatinoso de 4cido hialuroénico.
Los fotorreceptores detectan la luz y transducen la informacion visual a las
RGC mediante varios grupos de neuronas intermedias. Todas en su conjunto

forman las capas de la neurorretina (figura 5).
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Figura 5. Capas de la retina, tomado de Guo (111) con su correspondencia en la imagen OCT.
De fuera adentro estan los fotorreceptores (PR) en la capa nuclear externa (ONL: outer
nuclear layer); las células bipolares (BC: bipolar cells), células horizontales (HC: horizontal
cells) y amacrinas (AC: Amacrine Cells) en la capa nuclear interna (INL: Inner Nuclear
Layer); las células ganglionares de la retina (GC: Ganglion Cells) en la capa de células
ganglionares (GCL: Ganglion Cell Layer). Rodeando por fuera a la ONL estan el epitelio
pigmentario de la retina (RPE: Retinal Pigment Epithelium). Entre las capas nucleares externa
e interna hay una capa fibrilar, la capa plexiforme externa (OPL: Outer Plexiform layer) y
entre la nuclear interna y la de células ganglionares, otra, la capa plexiforme interna (IPL:

Inner Plexiform Layer).
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Los mamiferos poseen cinco grupos neuronales de la retina: fotorreceptores
(conos y bastones), células bipolares (BC), horizontales (HC), amacrinas (AC)
y ganglionares de la retina (GC).

Las GC retransmiten las sefiales visuales al cerebro mediante sus axones que
forman la capa de fibras nerviosas de la retina (RNFL). Este contingente de
fibras no mielinizadas forma el nervio optico, a su salida del globo ocular. Su
cabeza es una region pequena, circular por la cual descienden los axones de las
RGC a través de una lamina en forma de tamiz conocida como ldmina
cribrosa. Su primer relevo es el nicleo geniculado lateral (NGL) del tdlamo
que a su vez deriva estas sefiales a la corteza visual primaria (figura 6).

El NGL procesa tres canales visuales distintos desde la retina hacia la corteza
visual primaria: las vias magno-, parvo- y konio-celulares. Mientras la via
parvocelular transmite informacion sobre el color y el objeto, la magnocelular
se encarga de sefales de reconocimiento espacial y el movimiento (128) y la
koniocelular de la informacién cromatica azul / amarillo. E1 NGL humano esta
organizado anatomicamente en seis capas principales, con neuronas
magnocelulares M ubicadas en las capas ventrales 1 y 2, neuronas
parvocelulares P ubicadas en las capas dorsales de la 3, 4, 5 y 6 y neuronas
koniocelulares K intercaladas entre dichas capas principales. Estas neuronas
en las capas del NGL comparten el mismo nombre que sus homologas
retinianas de la RGC. Mientras las capas de 2, 3 y 5 del NGL se conectan con
el ojo ipsilateral, las capas 1, 4 y 6 provienen del ojo contralateral. Desde el
NGL, la radiacién Optica transmite informacioén visual a la corteza visual
primaria y después a regiones corticales superiores para un procesamiento en

la corteza de asociacion visual (129).

40



INTRODUCCION
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Figura 6. Via visual, tomada de Guo (111).

Hay multiples enfermedades del SNC que tienen sintomas visuales marcados.
Por ejemplo, enfermedades neurodegenerativas como la atrofia cortical
posterior (ACP) que dafia las vias de procesamiento visual (130) y tiene
histologia compatible mayoritariamente con la EA. Entre sus multiples y
heterogéneos sintomas aparecen la apraxia oculomotora, la ataxia visual, los
problemas para la lectura y conduccién, la simultagnosia, la agrafia,
desorientacion topografica, entre otros, produciendo un cuadro muy
invalidante parecido a una ceguera cortical.

Otras demencias como la de cuerpos de Lewy (DLB), la segunda mas
frecuente de etiologia degenerativa tras la EA, desarrollan un cuadro de
parkinsonismo, fluctuaciones cognitivas y vividas alucinaciones visuales
(131), a la par del propio dafio en la cognicion. La DLB presenta multiples
déficits visuales en la percepcion del movimiento espacial y de objetos, la
orientacion de lineas, los movimientos sacadicos, etc.

También las demencias vasculares cursan con sintomas visuales: el mas
llamativo es la hemianopsia homonima, especialmente en aquellas con dafio
en territorio occipital por infartos en el territorio de irrigacion de la arteria
cerebral posterior; otros como la heminegligencia y la diplopia también son

frecuentes.
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Cabe mencionar el sindrome de Charles-Bonnet, fuente de alucinaciones
visuales en invidentes o pacientes con vision deficiente sobre todo en edad

avanzada (132,133).

3.2.1. Manifestaciones visuales de la EA

Los cambios oculares en la EA (tabla 3) pueden ocurrir antes de que se
establezca el diagnodstico (134,135) ya en fase de DCL o de demencia
incipiente. Los mas frecuentes son las dificultades para leer y encontrar
objetos (136,137), para percibir la profundidad (135,136,138), movimiento
(139) y color (135,140), el campo visual (141) y la sensibilidad de contraste
(142,143). También podria existir alteracion en los movimientos finos y
sacaddicos de seguimiento (144,145). La severidad del déficit visual se
correlaciona con la del estadiaje cognitivo. Ademas, el 20% de los pacientes
con EA experimentan alucinaciones visuales, especialmente aquellos con

problemas de vision y deterioro cognitivo mas grave (146).

Tabla 3. Anomalias visuales en la EA, tomado de Guo (111).

Referencia Manifestaciones

Cortex primario / (135) Lectura y localizacion de objetos

cortex visual mas (135,140) Reconocimiento de color
elevado
(136) Memoria y atencion visual
(135,136,138) Profundidad y percepcié\r/lscl(; movimiento (V1, MT o
Retina, RGCs y (136,142,143) Sensibilidad al contraste espacial
RNFL

* MT o V5: area visual temporal medial

3.2.1.1 Correlatos oculares de las sintomas visuales de la EA

Dada la diversidad de los sintomas, diferentes puntos de la via visual podrian
explicar la naturaleza de estos hallazgos clinicos. Clasicamente, se pensaba
que la disfunciéon visual en la EA se debia exclusivamente al dafio en la
corteza visual primaria y areas corticales superiores (147—-149). Es cierto que
en la corteza visual, se ha detectado pérdida de células piramidales (147,150)

con un patron de abundantes placas seniles y pocos ovillos neurofibrilares
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(151). Sin embargo, para la gravedad de los sintomas visuales la corteza esta
relativamente preservada (152—154) lo cual ha llevado a buscar la causa de
estos sintomas en localizacion precortical. Como botdon de muestra, en la via
visual de pacientes con EA se ha descrito acumulacion de lipofucsina en el
nucleo geniculado lateral (NGL) y alteraciones de la difusividad y anisotropia
en estudios con tensor de difusion en los nervios opticos (155).

Sin embargo, cada vez hay més evidencia de que la participacion ocular puede
ser esencial en los problemas visuales (156—159). Se ha descrito menor grosor
neurorretiniano, hiperreactividad pupilar, depositos de beta amiloide (BA)
intrarretinianos, cambios del flujo y arquitectura de la retina vascular (figura

7) y alteraciones electrorretinograficas.

Cambios neurorretinianos: Histologicamente, se ha encontrado una pérdida
preferencial de GC y axones de gran didmetro en pacientes con EA (159).
Dado que en comparacion con las células P (més pequefias) (128), las GC de
tipo M (mas grandes) tienen sensibilidad al contraste en frecuencias espaciales
bajas y/o temporales altas, se especula que la alteracion de la sensibilidad al
contraste pudiera explicarse por esa aparente mayor vulnerabilidad de las RGC
grandes y sus axones (135,159). Dicha pérdida mas selectiva de células M
podria explicar también las anomalias de la percepcion del movimiento en

pacientes con EA (135).

El adelgazamiento peripapilar de la RNFL es el hallazgo méas comun en la EA
pero también en otras muchas afecciones neuroldgicas como la esclerosis
multiple, los ictus, la neuromielitis Optica, la demencia con cuerpos de Lewy o

la enfermedad de Parkinson (160-162).

Utilizando la oftalmoscopia con laser confocal se ha observado una
disminucioén significativa en el grosor de la RNFL peripapilar y el volumen y
area del borde neurorretiniano asi como un aumento en el relacion copa /
disco, todo lo cual indicaria dafio del nervio optico (163). Ademas, la palidez
de la papila medida con fotografia de alta resolucién con luz azul se

correlaciona significativamente con la gravedad y la duracion de la EA (164).
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Cambios en la reactividad pupilar: los pacientes diagnosticados de EA
probable manifiestan un patron especifico de hipersensibilidad en la respuesta
pupilar a tropicamida a baja concentracion (0,01%), un colirio midridtico
parasimpaticolitico (165). La tropicamida, como antagonista del receptor de
acetilcolina (ACh), compite con la ACh para unirse a los receptores
muscarinicos. Como los pacientes con EA exhiben un déficit en las vias de
ACh, se postula que sus receptores de ACh pueden ser mucho mas sensibles a
bajas concentraciones de tropicamida que los sujetos normales.

Estudios posteriores han corroborado esta respuesta especifica (166,167) y que
la variabilidad alélica de la ApoE, un factor relacionado con la EA esporadica
de aparicion tardia (7,8,86), influye en la respuesta pupilar a través de la
hiperfosforilacion de tau (168). Se ha comprobado que esta respuesta alterada,
detectable por pupilometria, confiere mas riesgo de empeoramiento cognitivo,

y que dicho riesgo estaria modulado por la variabilidad alélica ApoE (169).

Depositos de beta amiloide intrarretinianos:

Los depositos de BA, signo patologico caracteristico de la EA, denotan un
procesamiento anormal de la proteina precursora amiloide (APP). La
inmunorreactividad de la APP y la proteina tau se ha demostrado en la retina
humana normal. La reactividad APP aumentaria con la edad mientras que la
segunda, no (170). Estudios con ratones transgénicos para EA [19, 25, 65]
confirmaron estos hallazgos de APP y BA especialmente en las capas GCL,
RNFL e IPL y el patron de variacion etario descrito (171,172).

Se ha observado mayor deposicion de BA en el area supranuclear del
cristalino de pacientes Alzhéimer, lo que podria explicar las cataratas
supranucleares ecuatoriales caracteristicamente observadas en la EA (173) y
en modelos murinos del sindrome de Down (174), una condicidon cuya
trisomia 21 favorece un cuadro similar a la EA de inicio temprano (EOAD).
En busca de la correlacion cerebrorretiniana, un estudio realizd PET de
amiloide a 63 sujetos con alta probabilidad de desarrollar EA por sus
antecedentes familiares y, a continuacion, una OCT con autofluorescencia con

laser azul (175). Dicha OCT no puede detectar depdsitos AR pero si cuerpos

44



INTRODUCCION

de inclusion en forma de sombra en la retina (sobre todo en la IPL, capa muy
colinérgica) que se correlacionaron bien con el nivel de BA del PET.

La curcumina, un extracto fitoquimico proveniente del rizoma de Curcuma
longa, inyectada intravenosamente o via oral, se une al BA. Puede usarse como
agente colorante y diluyente de las placas en la medida que al fijar los
oligdbmeros, evita que estos se agreguen en fibrillas insolubles (176). Por tanto,
los derivados de la curcumina pueden servir como marcadores en PET de
amiloide (177) y generar imdgenes de fluorescencia en la retina, cuya medida
se correlacionaria con la magnitud de esos depositos.

Recientemente, se ha desarrollado un sistema de escaneo ocular con ligando
fluorescente (FLES) que mediante laser escanea el ojo cuyas posibles placas
se han marcado con fluorescencia. Se ha encontrado una alta concordancia
entre PET amiloide y FLES en el cristalino (178).

Por otra parte, se sabe que la proteina BA es un componente de las drusas en la
DMAE (179,180) y que en la retina periférica de los pacientes con EA existe

una prevalencia mayor de drusas duras (181).

Retina vascular:

Las anomalias del flujo sanguineo cerebral se consideran un factor cada vez

mas importante en la patogénesis de la EA (182,183). El deposito de BA en la

angiopatia amiloide reduce la luz de arterias y arteriolas (184) y estos cambios
también se han encontrado en la circulacion retiniana (185), con la cual, la
cerebral comparte similitudes. Por medicion del flujo retiniano con efecto

Doppler (186), se ha identificado en la EA:

- Un estrechamiento marcado del diametro de la microvasculatura retiniana,
mas escasa y tortuosa en EA, lo que condiciona una reduccion significativa
del flujo sanguineo retiniano en estos pacientes (187)

- Un patrén de ramificacion de menor complejidad y vénulas ensanchadas
(188,189). Estas anomalias podrian preceder a los cambios
neurodegenerativos en el cerebro (190).

El estudio de envejecimiento AIBL (Australian Imaging, Biomarkers and

Lifestyle Flagship study of Aging) correlaciond los cambios en los vasos

sanguineos de la retina con la carga amiloide cerebral medida con PET (108).
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Se encontrd que en sujetos sanos desde un punto de vista cognitivos, el factor
de asimetria de ramificacion venular y la relacion longitud arteriolar /
diametro era mas alto en aquellos con alta carga amiloide, lo cual podria
indicar mayor riesgo de progresion a DCL tipo EA. Los pacientes con menor
valor de fraccion venular o menor tortuosidad arterial tendian mas a
desarrollar EA, después del ajuste por edad, tabaquismo, hipertension,
diabetes y farmacos aunque estos pardmetros no se correlacionaban con la
puntuacion en el MMSE.

La saturacion de oxigeno de la retina medida por oximetria en las arteriolas y
vénulas de la retina esta significativamente elevada (191). Como el suministro
de oxigeno es el producto del flujo sanguineo por la diferencia arterio-venosa
en la concentracion de oxigeno, si, como ocurre en la EA se reduce el flujo
sanguineo (185), y por ende, el aporte de oxigeno, la elevada saturacion de
oxigeno seria una compensacion fisiologica. El disco Optico, por analisis
colorimétrico en pacientes con EA es palido debido a la alteracion de la
perfusion y la pérdida axonal en las primeras etapas (192).

Electrofisiologia: Se ha detectado un retraso significativo en los componentes
N35, P50 y N95 del electrorretinograma de patron. La reduccion de la
amplitud de la onda b podria explicarse por el supuesto nimero reducido de
células ganglionares en la EA. Los potenciales evocados visuales (PEV)

también muestran cambios en pacientes con EA avanzada. (193)
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Figura 7. Cambios en la retina en la EA, tomado de Mahajan (127).
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3.2. La tomografia de coherencia optica (OCT)

La tomografia de coherencia optica (OCT) es una rapida técnica transpupilar,
poco costosa e inocua que permite cuantificaciones objetivas in vivo de gran
precision para valorar la integridad de las estructuras oculares (194).

Se basa en la interferometria de baja coherencia (195) propiciada por fuentes
de luz de banda ancha generada por diodos superluminiscentes o laseres con
pulsos extremadamente cortos (fento- o picosegundo).

La luz emitida se divide en dos haces: uno en direccion al objeto de estudio
que sera reflejada parcialmente por el mismo y otro a un espejo de referencia,
de distancia conocida. Tras sus respectivas reflexiones retornaran al divisor
del haz donde existe un detector. La combinacion de la luz reflejada del rayo
de muestra (reproduce las interfaces del tejido explorado, por ejemplo las
capas de la retina) y la del de referencia produce un patron de interferencia si o
cuando dichos haces se han movido en la misma distancia optica (menor de
una longitud de onda).

La reflectividad de este patron de profundidad axial (4-scan) reproduce la
localizaciéon o profundidad del elemento de interés. Si se combinan
lateralmente distintos A-scans contiguos se puede producir una tomografia de
corte transversal bidimensional (B-scan).

La capacidad de discriminacion (resolucion axial y transversal) y velocidad de
captura no ha hecho sino aumentar desde los primeros aparatos de dominio
temporal (TD-OCT) con cada nueva generacion de la OCT. Los modelos mas
recientes se acercan a la micra (196).

Sus principales utilidades son la biometria de longitud anteroposterior del ojo,
la exploracion del segmento anterior, el estudio del glaucoma y la cabeza del
nervio optico (196—-198). El andlisis estructural de la retina neural permite,
entre otros, conocer el grosor de capas como la RNFL o la GCL y realizar un
estudios morfométricos de la papila dptica. Estas medidas se pueden comparar
en el tiempo para valorar el éxito de un determinado tratamiento, por ejemplo
para el glaucoma o la neuritis Optica.

Entre los avances destaca la OCT funcional que monitoriza cambios

funcionales de reflectividad mediante estimulacion sucesiva (199) de las capas
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de la retina lo cual permite cuantificar el flujo sanguineo retiniano por
Doppler OCT color (200) y la saturacién de oxigeno en sangre retiniana
(201,202). Este analisis permite realizar angiografias sin el tradicional
contraste de fluoresceina sodica, para estudiar los lechos vasculares retinianos,
la interfase vitreo-retiniana, la coriocapilar y la coroides.

También es una herramienta prometedora para la investigacion neurologica
(203,204) por su confiabilidad en muchas patologias del SNC (162,205-207) y
su elevada correlacion con varias técnicas electrofisiologicas visuales (208—
210).

Como cada modelo de cada casa comercial puede arrojar un valor absoluto de
grosor diverso tras una medicion de un mismo 0jo, son necesarias bases de
datos normativas que permitan comparar mediante sus percentiles los valores
de referencia para cada modelo de tomografo (211-213).

Para este estudio se ha utilizado la tecnologia Maestro OCT-1000 de la firma
Topcon (Tokio, Japdn) que genera imagenes de alta resolucion axial (en torno

a 5 micras).

3.3.1. LaOCTenla EA

El interés por la degeneracion retiniana en la EA arrancd en 1986 con un
analisis post-mortem que mostré una degeneracion axonal generalizada en los
nervios opticos de pacientes, junto con un grosor reducido de la RNFL y una
reduccion significativa en el niimero de GC (159), especialmente de las GC
tipo M y sus axones, los de gran didmetro (158,159). Mas tarde, se
describieron las lesiones intracelulares en las GC desde la inicial palidez
citoplasmica con mitocondrias hinchadas y nticleos palidos con cromatina
dispersa, hasta las tardias vacuolizacion del citoplasma y agrupacion de la
cromatina (214). También se vio que el dafio neuronal mas pronunciado tenia
lugar en los cuadrantes superior e inferior asociado a una importante
astrocitosis (215). Ademas la macula también se vio muy afectada por estos
cambios especialmente la region foveal temporal (216). Sin embargo, otros
estudios histopatoldgicos no han encontrado afectacion retiniana ni del nervio

optico (148,217,218).
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Los articulos de OCT en EA han usado dos generaciones dificilmente
comparables: la primera, la OCT de dominio tiempo (TD-OCT) y la siguiente,
la OCT de dominio espectral (SD-OCT) (o de dominio de Fourier) que mejora
la adquisicion, procesamiento y analisis de imagenes respecto a la TD-OCT
(219). Este salto permite que la resolucion de la imagen mejore desde una
resolucion >10 um a una <5 um y la velocidad de adquisicion de alrededor de

400 escaneos por segundo a 40.000/s.

Aunque la exploracion OCT es incruenta y rapida, su finalizacion requiere una
cooperacion minima. Los pacientes con etapas avanzadas de demencia son
menos capaces de seguir instrucciones y permanecer quietos, lo que puede
afectar la calidad de imagen lograda. En esta tesis se ha estudiado como los
distintos grados de deterioro clinico y cognitivo (47) pueden influir en la

correcta realizacion de una OCT en una clinica de memoria.
Hallazgos de OCT en la EA

Con la aparicion de la OCT se verificaron los hallazgos histologicos arriba
descritos. Asi, en pacientes con DCL o demencia tipo EA (en comparacion con
controles coetaneos) habia una reduccion significativa en el grosor de la RNFL
peripapilar (110,156,157,209,220), especialmente prominente en el cuadrante
superior (185). Esto coincide con la pérdida predominante del campo visual
inferior en la EA(141). El segundo cuadrante mas afectado fue el inferior. Que
los cuadrantes superior e inferior contengan mas neuronas puede ser una
explicacion, pues en ellos se espera que la neurodegeneracion sea mas
prominente. Este adelgazamiento era detectable con cualquier generacion de

OCT y se correlacion6 con parametros clinicos (221).

A nivel macular también se encontré un grosor reducido en la capa de fibras
nerviosas de la retina, las células ganglionares, las capas plexiforme interna y
nuclear externa en comparaciéon con los controles coetaneos (222) y esto era
tanto mas evidente en enfermedad de larga duraciéon o severa. Como en la
macula se encuentran la mayoria de somas de las neuronas retinianas a priori

parece un lugar ideal para detectar neurodegeneracion.
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Hay incluso estudios (223,224) que afirman que se pueden objetivar
alteraciones en las OCT de sujetos con deterioro cognitivo subjetivo, entidad
en la que no se evidencia ninguna alteracion en las baterias neuropsicologicas
al uso y que se ha relacionado con aumento de riesgo de evolucionar a EA.

Esta merma morfologica se correlacionan con la de la funciéon de la retina
medida con electrorretinograma de patron (135,209,220) prueba que refleja la
actividad bioeléctrica de las GC y sus fibras (225), afectadas en la EA. No
existe consenso sobre el hecho de que la tasa de conversion a demencia tipo

EA desde DCL sea mayor si hay adelgazamiento retiniano previo (31).

La reduccion del volumen y grosor parece ocurrir de manera mas precoz en el
area macular que peripapilar (226), ser mas marcada en el area macular
supero-interna, correlacionarse con el estadio de la enfermedad y con la
puntuaciéon del test MMSE (157,227). Estos hallazgos se corresponden con
estudios histologicos previos (216) donde se observa una reduccién de mas de
40% de neuronas de la capa RGC en la retina central (definida por
excentricidad <0,5mm), sobre todo en el drea mas temporal y del 25% en la
mas periférica (excentricidad de 0,5-1,5 mm) en EA.

El avance de la tecnologia SD-OCT ha facultado la deteccion de un
adelgazamiento de la coroides en EA (112,228,229).

No se han observado patrones diferenciales de atrofia en los distintos tipos de
demencia. En un estudio espafiol la demencia tipo Parkinson y DLB tenian un

adelgazamiento de la RNFL equiparable al de la EA (161).

3.4. Controversias y limitaciones en los estudios previos con
OCT en EA

Como se ha venido explicando, los sintomas visuales en el contexto de la EA
se han postulado consecuencia de una degeneracion precortical de la via visual
(sobre todo a nivel retiniano) mas que de un dafio cortical.

El supuesto de que el dafio retiniano obedece a depositos de PA suscita
polémica. Si bien estudios histologicos cldsicos no han encontrado placas de
BA u ovillos neurofibrilares en la retina de pacientes con EA (158,159), otros

estudios mas recientes afirman detectarlos (170,180,230).
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Este apartado se centrard mas en las controversias sobre la existencia de
adelgazamiento retiniano o no. Los metaanalisis sobre RNFL peripapilar y
grosor macular (231-234) no son concluyentes ya que se basan en series de
pequeiio tamafio y denotan, amén de resultados discrepantes, una importante
heterogeneidad metodoldgica. Asi, algunos estudios muestran un
adelgazamiento marcado de RNFL que afecta a todos los cuadrantes
peripapilares en DCL y demencia tipo EA (156,157,221,235), mientras que
otros no (112,114,205,226,236).

Esta falta de consenso impide asentar un valor de grosor como punto de corte
capaz de distinguir binariamente entre casos y controles, y por ende, calcular
la utilidad diagnostica del potencial biomarcador en términos de sensibilidad y

especificidad (233).

Los estudios sobre adelgazamiento macular tampoco son concluyentes. En
comparacion con las personas cognitivamente sanas, la mayoria de los
estudios reportan reduccion del volumen y del grosor macular en el deterioro
cognitivo tipo EA (DCL o demencia). Esta reduccion afecta principalmente a
los anillos interno y externo (158,205,237) estando mas preservada la fovea
(205,237). Los sujetos con demencia tipo EA muestran una reduccion mayor

en el grosor macular que aquellos con DCL.

Un estudio muestra resultados llamativos como que los DCL amnésico tengan
mayor volumen macular que los controles y los sujetos con demencia tipo
Alzhéimer (221) lo que se ha tratado de explicar invocando mecanismos como

la gliosis o inflamacion en la fase prodromica de EA.

La segmentacion en capas de la macula revela atrofia de CGL y RNFL en EA
que se asocia con gravedad de la enfermedad (222). Sin embargo, estudios

recientes no evidencian el referido adelgazamiento macular (113,238,239).

Los meta-analisis que han integrado tales resultados opuestos concluyen que:
1. las diferencias en la RNFL peripapilar y el grosor macular son pequeiias lo
que limita la aplicacion clinica de estas medidas como biomarcador de EA.

2. cuando estas diferencias se comparan con las halladas por los
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biomarcadores de RM (240-242), ampliamente utilizados, la
estandarizacion de los de retina muestra una diferencia de grupo
comparable a las puntuaciones de calificacion visual como la de la atrofia
del 16bulo temporal medial (1,1-1,79 DE).
En todo caso el valor diagndstico de la OCT se ha de medir frente al patron
oro (Golden stardard) actual, el basado en los criterios NIA-AA con el uso de
biomarcadores (PET amiloide, LCR y / o PET-FDG) para determinar la
sensibilidad y especificidad de la OCT (234).
Este trabajo trata de afiadir nuevos datos para tratar de resolver las
controversias sobre el papel diagnostico en la EA del grosor retiniano
peripapilar y macular, usando segmentacion automadtica y evitando los puntos
débiles de los que adolecen los estudios previos:
1) Bajo numero de participantes: el nimero de pacientes es escaso en todos
ellos, la gran mayoria cuenta con pocas decenas de sujetos. Por ejemplo en el
estudio de mayor dimension (187) la muestra es de 264 sujetos.
2) Escasa caracterizacion clinica: Los pacientes, en general, estdn pobremente
estudiados tanto desde el punto de vista neuropsicoldgico y neurolédgico.
3) Diagnosticos no validados con biomarcadores de PET amiloide o puncién
lumbar. Durante la realizacion de esta tesis apareci6 el primer estudio de OCT
con biomarcadores de amiloide (238).
4) Disenos de poca validez externa: los pacientes estan hiperseleccionados, el
oftalmologo evaluador conoce el diagndstico neurologico. Los disefios no son

doble ciego ni la inclusion es prospectiva ni consecutiva.

3.5. Comorbilidad oftalmica en EA

Las alteraciones oftalmoldgicas son muy frecuentes en el deterioro cognitivo
por EA (135). Se ha comprobado en estudios poblacionales grandes que existe
mayor prevalencia de problemas visuales asociados a la edad si ademas existe
demencia (243). Ademas esta tendencia se acentuara porque la EA aumentara

en el futuro paralelamente a la esperanza de vida (244,245).

Pese a esta alta prevalencia de discapacidad visual en ancianos con demencia,

se les diagnostica y trata con menos diligencia (246). Entre las razones que se
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han propuesto estan que el deterioro cognitivo lleva aparejado dificultades de
comunicacion, lo cual podria explicar que consultaran menos (247). Otra
razén es el fendmeno de "eclipse diagnostico" (248), esto es, la tendencia de
los médicos a pasar por alto y no diagnosticar las comorbilidades médicas en
pacientes con retraso mental, enfermedades psiquiatricas y demencia. Por
ultimo, los cuidadores tienden a adoptar una actitud menos invasiva y
demandan menos atencion médica y quirtrgica, y esto es tanto mas cierto
cuanto mas avanzada sea la fase o si hay sintomas psicoticos (249).

Existen muchas lagunas todavia en la interaccion de la EA con el glaucoma y
con la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE), principales causas
de pérdida visual no evitable en relacion a la edad en primer mundo. Ambas
retinopatias comparten con la EA caracteristicas histopatologicas, factores de
riesgo comunes como la edad y una disminucion crénica de la funcion visual

(109,250-252).

3.5.1. Glaucoma y Alzhéimer

El glaucoma, una de las principales causas mundiales de ceguera irreversible,
es una neuropatia Optica progresiva asociada a elevacion de la presion
intraocular (PIO) y caracterizada por la pérdida de GC, un hecho que, como
hemos visto, también parece ocurrir en la EA. Si bien parece que la muerte
neuronal de las GC en el glaucoma sucede por apoptosis inducida, entre otras,
por la alta PIO, sus mecanismos intimos no se conocen bien (253-255). De
hecho, la terapia de reduccion farmacologica de PIO, s6lo muestra una
eficacia limitada y variable en la progresion del dafio glaucomatoso
(256,257).

Si bien un estudio (258) japonés reveld una alta prevalencia de glaucoma de
angulo abierto en pacientes con EA mas que duplicaba la de los controles,
otros lo ponen en duda (259). Un trabajo reciente de nuestro grupo, al ajustar
por edad, género y afios de educacion, no detectd esa supuesta mayor

prevalencia de glaucoma de angulo abierto (ni de la DMAE) (247).
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Varios estudios ya habian mostrado la asociacion fisiopatologica vy
epidemioldgica (260,261) tal que el dafio retiniano en pacientes con EA acaba
pareciéndose al de una neuropatia glaucomatosa. Al igual que en la EA, en el
glaucoma también hay:

- Disminucién del flujo sanguineo parieto-temporal, el patréon de hipoperfusion
tipico de la EA que se asocia con mayor progresion del defecto campimétrico
(262).

- Pérdida de neuronas y sus dendritas en las vias parvo, konio- y magno-
celulares, asociada a la de fibras del nervio Optico (263,264), y al
hipometabolismo en las capas de células M y P de la GCL.

- Neurodegeneracion en los coliculos o el cortex visual primario (en animales
de experimentacion con glaucoma) (265).

-Acumulo de la proteina tau hiperfosforilada (en EA es intracerebral) en la
capa nuclear interna y en las células horizontales (170,266).

- Disminucién de niveles de AB1-42 y aumento de tau en el gel vitreo -en la
EA se observan en el LCR vy refleja la evolucion (267) de la enfermedad-, lo
cual ha hecho sospechar que estos productos pudieran jugar un rol en la
génesis de patologia puramente retiniana (268).

Por otra parte, el depdsito de BA en la GCL en modelos experimentales de
glaucoma o la inyeccion de péptidos AB exdgenos en el ojo (269) induce una
apoptosis de esa capa in vivo. Dicha acumulacion anormal de BA en las
retinas con glaucoma se asocia con la activacion de caspasa-3 y -8 y lleva a
una anémala escision de la APP en las GC. Este mecanismo produce péptidos
neurotoxicos y, en ultima instancia, placas seniles en el cerebro con EA (270).

La influencia del alelo épsilon 4 de ApoE, una proteina polimorfica implicada
en el metabolismo y homeostasis lipidica en sangre y SNC y factor de riesgo
bien establecido de EA (9,86), es sin embargo controvertida en el glaucoma:
mientras hay estudios que lo consideran un factor de riesgo (271,272) otros no

le atribuyen ningtn efecto remarcable (273).
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3.5.2. Degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) y Alzhéimer

La DMAE, una enfermedad caracterizada por la pérdida progresiva de la
vision central en pacientes ancianos por disfunciéon y muerte de los
fotorreceptores en la macula, también se ha relacionado con la EA (109,252).
En la DMAE temprana aparecen drusas, unos depdsitos extracelulares
anormales, sobre la superficie basal del epitelio pigmentario de la retina
(RPE). Se ha comprobado la presencia de BA en las drusas (172,180,181,274),
producido por el RPE, una fuente abundante de ARNm de APP (179). Las
drusas que contienen BA se colocalizan con componentes activados del
complemento tanto a nivel del RPE (179,274) como en las placas seniles del
cerebro. Tanto en el RPE como en el cerebro, el BA se baraja como activador
de la cascada del complemento en episodios inflamatorios locales y en la

formacion de drusas, en la DMAE (274,275).

Tanto la DMAE como la EA comparten una herencia poligénica, cuyos
componentes no se han aclarado suficientemente. Los portadores del alelo
épsilon 4 de ApoE e4 en DMAE son menos frecuentes que sus controles
etarios por lo que se ha conjeturado su rol como factor protector (276-278).
Mientras, el alelo épsilon 2 estd asociado con un mayor riesgo de DMAE
(277,278). Este hecho contrasta con la EA donde el épsilon 4 es el factor de

riesgo muy importante (7,9).

El papel de la neurotoxicidad mediada por BA en la muerte celular en la EA, el
glaucoma y la DMAE ha llevado a probar las estrategias neuroprotectoras
ensayadas ya en la EA (11,279) en las otras dos patologias. Por ejemplo, la
terapia combinada con un inhibidor de la B-secretasa, un anticuerpo anti-BA y
rojo Congo se ha probado util para reducir la produccion, la deposicion, la
agregacion de BA y finalmente, la apoptosis de las GC tanto in vivo en el

glaucoma humano (269) como en un modelo de DMAE en ratén (280).
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3.5.3. Los problemas visuales como factor de riesgo de deterioro cognitivo
Los sintomas visuales en el deterioro cognitivo van desde confusion y caidas
hasta dificultad para completar las actividades de la vida diaria. Esos déficits
visuales junto con a las alucinaciones visuales empeoran la calidad de vida y
autonomia de manera manifiesta (135). Ademas, a medida que evoluciona el
deterioro cognitivo, los pacientes sufren anosognosia, esto es se vuelven
menos capaces de describir y quejarse de su problema visual (281,282) y

empeoran su agudeza visual (283-285).

La asociacion de discapacidad visual y demencia en poblacion de edad
avanzada es nefasta pues conduce a una peor calidad de vida, mayor
aislamiento (286), ansiedad (287) y tasa de mortalidad (288). Por eso, la
optimizaciéon de la percepcion sensorial es esencial para potenciar la

autonomia dafiada por el deterioro cognitivo.

En nuestra clinica, la agudeza visual (AV) empeord en paralelo al deterioro
cognitivo (247): los pacientes con demencia tenian 3.4 y 1.6 veces mads
probabilidades de presentar peor AV que los sanos cognitivos y los pacientes
con DCL, respectivamente. También recibian menos prescripciones de lentes

correctoras o tratamientos oftalmolédgicos, incluidas las faquectomias.

Hasta el 40% de estos pacientes con demencia tenian AV baja a pesar de usar
gafas (247). Sin embargo, en nuestro medio no hay protocolos especificos de
revision oftalmologica en pacientes que residen en centros de dia o residencias
de crénicos y eso a pesar de que hay estudios que indican que hasta un tercio
de los residentes de estos centros con demencia tipo EA no tienen sus
necesidades visuales cubiertas ya sea porque pierden o dafan sus gafas o
porque estan infragraduados (282). Por eso, las revisiones oftalmologicas
periddicas preventivas son basicas. Se trata de evaluar la AV, medir su presion
intraocular (PIO), descartar patologias oculares comunes relacionadas con la
edad (cataratas, glaucoma de angulo abierto, DMAE y el sindrome del ojo

seco), y ofrecer un tratamiento o graduacion.
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Aunque hay estudios muy recientes como el PrOVIDe en el Reino Unido
(243) y en nuestro entorno (247) que han estudiado la prevalencia de
discapacidad visual en demencia, en el momento de la creacion de la cohorte
NORFACE (289,290) que da sustento a este doctorado, ese tema apenas habia

contado con el interés del mundo cientifico.
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Uno de las mayores empresas en las unidades de memoria (UM) es identificar

a los sujetos con riesgo de progresion clinica, esto es entre los sujetos con:
a) DCL, a aquellos que convertiran a demencia tipo EA.

b) Deterioro cognitivo subjetivo, a aquellos que evolucionaran a DCL de tipo

neurodegenerativo.

El fin es ofrecerles terapias establecidas o experimentales amén de apoyo
psicosocial al paciente y su entorno. Sin embargo, los test utilizados
habitualmente son tardios y tienen sensibilidad y especificidad subdptimas

(baterias neuropsicolédgicas, biomarcadores de neuroimagen y de LCR).

HIPOTESIS

1-Existe una reduccion progresiva del grosor de la RNFL a nivel peripapilar,
y, del volumen y grosor total de las distintas regiones ETDRS, de la RNFL y
GCL a nivel macular, en los pacientes con EA que coincide con o incluso
precede al deterioro cognitivo.

2-Dichos pacientes, a pesar de sus fallos de atencion y de otros dominios,
colaboraran y completaran la OCT con una calidad de imagen aceptable.
3-Dicha reduccion es lo suficientemente grande como para poderse medir con
la OCT de domino espectral, con una buena fiabilidad.

4-Dicha reduccion se correlaciona con el estadio cognitivo de manera tal que
no existe en los sanos y es mas marcada en la demencia tipo EA probable que
en el DCL probable.

5-Dicha correlacion es suficientemente fuerte como para que todas o algunas
de estas medidas se comporten como biomarcadores diagndsticos de la EA
prodromica.

6-Dichos biomarcadores serdn capaces de probar su validez cuando sean
comparados con otros biomarcadores existentes para la EA como el PET de

amiloide.
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OBJETIVOS

PRINCIPALES

1. Comprobar la factibilidad de las OCT masivas en una UM con pacientes
con distintos grados de deterioro cognitivo y etiologias. Para ello se creara:

a. Un estudio piloto para comprobar la reproducibilidad o correlacion
intraclase de la OCT de domino espectral (Topcon 3D-OCT Maestro 1000)
con mediciones de disco y macula en 39 individuos sanos, el mismo dia y
hora, en semanas consecutivas.

b. NORFACE, la mayor cohorte mundial de pacientes con deterioro
cognitivo en una UM.

c. Un algoritmo oftalmoldégico completo con medicion de PIO y realizacion
de OCT por un optometrista integrado en las visitas de la UM.

2. Comprobar la utilidad de la OCT como biomarcador diagnostico en el
deterioro cognitivo debido a EA en un disefio longitudinal, doble ciego, con

un tamafio muestral adecuado, con inclusidon prospectiva consecutiva.

SECUNDARIOS

1) Evaluar la importancia de los factores confusores de patologia cognitiva
(edad, sexo, escolaridad, calidad de imagen) en el uso del grosor retiniano
como biomarcador de EA.

2) Conocer las patologias oftalmologicas mas frecuentes en una UM.

3) Realizar un meta-andlisis para conocer como impactan nuestros resultados
sobre el estado actual de la cuestion.

4) Comprobar si la capacidad de los potenciales biomarcadores retinianos
basados en OCT se verifica en una pequefia muestra con diagnostico basado
en biomarcadores de PET de amiloide.

5) Explorar estadisticamente si las variables retinianas, obtenidas mediante
OCT, aisladas o combinadas entre si en factores, pueden discernir fenotipos

cognitivos.
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Esta tesis consta de tres estudios clinicos prospectivos y uno retrospectivo.
Ademas incluye un meta-analisis y dos analisis estadisticos (factorial y de

conglomerados)

-Estudio A: evaluacion de fiabilidad de la OCT en las variables testadas en el

estudio B y C. Participan 39 sujetos cognitivamente sanos.

-Estudio B: evaluacion del potencial diagnostico de las variables de disco
optico, medidas con OCT-SD, en la cohorte NORFACE (3930 sujetos) en

deterioro cognitivo tipo EA.

-Estudio C: evaluacion del potencial diagndstico de las variables de macula,
medidas con OCT-SD, en la cohorte NORFACE (3930 sujetos) en deterioro
cognitivo tipo EA.

Los estudios prospectivos B y C de esta tesis doctoral estdn publicados
(289,290) y cuentan con el mismo nimero de participantes (930 sujetos)
divididos en tres grupos (sanos cognitivos, DCL probable y EA probable),

diagnosticados con criterios clinicos habituales.

-Estudio D: retrospectivo sobre las variables de disco y maculares con OCT-
SD en grupos cognitivos diagnosticados esta vez con criterios basados en
biomarcadores con PET de amiloide para DCL debido a EA (27) y para
demencia EA probable con alto nivel de certeza (69). Los grupos diagnosticos
seran los mismos que en los estudios B y C pero la N diferente (99 sanos

cognitivos, 21 sujetos con DCL probable y 9 con demencia EA probable)
-Estudio E: meta-analisis con las variables del estudio B.

-Estudio F: analisis factorial y analisis de conglomerados con las variables

del estudio B y C (930 sujetos).

La metodologia y protocolos neurooftalmoldgicos son comunes a todos los

estudios.
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5.1. ESTUDIO A. Estudio piloto de fiabilidad

Los sujetos del estudio A eran 39 personas cognitivamente sanas, entre 21 y
72 afios, trabajadores de la propia Unidad de Memoria (UM), sin patologia
retiniana conocida ni tratamiento oftalmologico. No recibieron seguimiento

neurologico ni oftalmolodgico a posteriori.

Esos 39 participantes repitieron los protocolos de OCT de disco y macula el
mismo dia y hora en la semana siguiente en septiembre de 2015, para poder
calcular el indice de correlacion de la técnica OCT-SD en condiciones ptimas

de repetibilidad.

El coeficiente de correlacion intraclase (CIC) es un estadistico descriptivo
utilizado para describir la fuerza de la asociacion o parecido entre mediciones
cuantitativas en unidades organizadas en grupos (291). Se ha sugerido que los
valores de CIC < 0.5 se deben interpretar como baja fiabilidad, entre 0.5 y
0.75 como fiabilidad moderada, entre 0.75 y 0.9 buena fiabilidad y valores >

0.90 indican excelente fiabilidad.
Este parametro puede ponderar la fiabilidad:
1) Entre varios evaluadores que miden el mismo grupo de sujetos

i1) Test-retest que refleja la variacion en las medidas tomadas por un

instrumento sobre el mismo sujeto en las mismas condiciones.

i) Intraevaluador que indica la variacion de los datos medidos por un

evaluador en dos o mas ensayos.

Se utilizo siempre al mismo evaluador (optometrista) para hallar la fiabilidad
test-retest en el mismo sujeto en dos momentos dados por el mismo aparato y
explorador. La CIC se calculd con el paquete estadistico IBM SPSS 20 (SPSS
Inc., Chicago, IL).

En el estudio B, las variables estaban en el rango de buena fiabilidad y en el
estudio C, en el de excelente fiabilidad. Por protocolo, a todos los sujetos
participantes se les realizd la OCT en ambos ojos. Sin embargo, como la CIC
era sistematicamente ligeramente mayor en el ojo derecho, se decidid analizar

para los estudios B, C y D los valores de las variables del ojo derecho.
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5.2. ESTUDIOS By C. Estudios principales prospectivos

Los participantes en los estudios B, C realizaron los protocolos clinicos de la
UM. Las primeras visitas se llevaron a cabo en busca de diagnostico. Después

han recibido seguimiento neurolégico anual y oftalmologico.

Los sujetos acudieron a la UM por quejas cognitivas variadas formuladas por
ellos mismos o por observadores en el contexto asistencial del Servéi Catala
de Salut, esto es derivados por médicos de atencion primaria. Otra fuente
menor fueron sujetos que acudieron voluntariamente para realizar un
screening cognitivo abierto a la poblacion general en el contexto de una
iniciativa benéfica de responsabilidad social corporativa llamada JPO
(Jornades de Portes Obertes) (79). En funcion del resultado de este cribaje, se
les ha seguido en la UM (si habia déficit cognitivo evidenciable con los test de
cribado) o se les ha ofrecido participar en FACEHBI, una cohorte de sujetos
cognitivamente sanos con quejas subjetivas de memoria (292). FACEHBI,
Fundacio ACE Healthy Brain Initiative (224,293-295) se ha instaurado para
investigar biomarcadores clinicos, neuropsicologicos, genéticos y de
neuroimagen en personas sanas. A todos los sujetos de dicha cohorte se les
realiza seguimientos bianuales donde se les estudia concienzudamente con
baterias neuropsicologicas, analiticas y pruebas de neuroimagen convencional
y nuclear -incluye un PET florbetaben (FBB)-. Ademés se les administra el

mismo protocolo oftalmologico NORFACE que se describe a continuacion.

Algunos de estos pacientes con DCL o demencia tipo EA han participado en
ensayos clinicos en los que se han realizado un PET de amiloide para conocer
su status amiloide como criterio de inclusion. Con esta subpoblacion de
pacientes en ensayos clinicos o voluntarios sanos en FACEHBI,
convenientemente anonimizados, se ha realizado el estudio D, de corte

retrospectivo.
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La cohorte NORFACE: NORFACE (Neuro-Ophthalmology Research at
Fundacio ACE) se cre6 a finales de 2014 en la Fundaciéon ACE Barcelona
(Espana) (296) para explorar biomarcadores retinianos en el contexto de
deterioro cognitivo y examinar las intrincadas relaciones entre la fisiopatologia
retiniana y las patologias demenciantes como la EA, DFT, DLB, DV, la
enfermedad de Parkinson, entre otras. En esta tesis nos centramos
exclusivamente en la EA. Los sujetos del estudio B y C son el producto del
reclutamiento durante 18 meses, entre enero de 2015 y junio de 2016, ambos
inclusive.

Se caracteriza por un:

(a) Reclutamiento prospectivo y consecutivo en una UM

(b) Extenso examen neuroldgico, neuropsicologico y socio-funcional

(c) Cribado neuro-oftalmologico completo que incluye una exploracion OCT
con OCT de dominio espectral (OCT-SD) con un modelo Topcon Maestro 3D
OCT-1000 (Tokio, Japon)

(d) Diagnoéstico clinico por consenso realizado por un equipo
multidisciplinario compuesto por neuropsicologos, neurdlogos, geriatras y
trabajadores sociales

(e) Seguimiento clinico, neuropsicoldgico y neurooftalmoldgico periddico

longitudinal en dicha UM.

Fundacio ACE. Institut Catala de Neurociencies Aplicades: es una
fundacion privada, declarada "fundacion benéfica de tipo asistencial" y
registrada por la Generalitat de Catalufia con fecha 31 de marzo de 1995. Esta
situada en Barcelona, Espafia. Ha desarrollado un enfoque multidisciplinario
para diagnosticar y atender a pacientes con enfermedades neurodegenerativas
(296), basado en examenes neuropsicologicos y médicos estandarizados

(64,65) como se vera a continuacion.
Evaluacion neuroldgica: los pacientes son remitidos a la Unidad de Memoria

de la Fundaciéon ACE (FACE-MU) por médicos de atencidon primaria o

especialistas médicos del Sistema Catalan de Salud. En la UM, los pacientes se
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someten a un examen cognitivo y psicologico, incluido el test MMSE (Mini-
Mental State Examination) (61,297), el test de cribado “7 minutos” (298), la
version en espanol del cuestionario de inventario neuropsiquiatrico (NPI- Q)
(299), el GDS (46), la puntuacion de clasificacion de demencia clinica (CDR)
(47), la escala de demencia Blessed (300), la escala de ansiedad y depresion
hospitalaria (HAD) (301) y la escala de Hachinski (302) que estima el riesgo
de deterioro cognitivo de origen isquémico (303).

Posteriormente, se administra una bateria neuropsicoldgica integral llamada
NBACE que cuenta con datos normativos de edad, educacion y sexo como se

describe seguidamente (64,65).

Bateria NBACE: contiene diecinueve pruebas que cuantifican la atencion, la
orientacion, la velocidad de procesamiento de la informacion, las gnosias el
lenguaje, capacidad de aprendizaje verbal y memoria verbal a largo plazo,
praxias, funciones visuoespaciales y ejecutivas. Incluye los siguientes test:
Digitos Directos e Inversos; Orientacion Temporal, Espacial y Personal; la
Lista de Palabras de la prueba de Aprendizaje de la WMS-III; Cubos y
Semejanzas abreviado de la Escala de Inteligencia de la Wechsler para
Adultos-Tercera Edicion (WAIS-III); la version espaiola del Test del Reloj;
Repeticion de palabras y frases; el test de Poppelreuter; los Relojes de Luria;
Comprension verbal (ejecucion de 2 érdenes simples, 2 semi-complejas y 2
complejas, extraidas de la Alzheimer’s Disease Assessment Scale-Cognitive
(ADAS-Cog); la bateria de pruebas del Test Barcelona; Test de Denominacion
de Boston, version abreviada de 15 items; el Test de los 15-Objetos; el subtest
de Inhibicion de respuestas automaticas del Sindrome Kurtz test (SKT);

Fluidez verbal fonética; Fluidez verbal semantica.

Pruebas complementarias: Los andlisis de sangre permiten despistar causas
tratables de demencia e incluyen serologia de sifilis, funcion hepatica, renal y
tiroidea, perfil de colesterol y niveles séricos de vitamina B12 y folato.

La atrofia cerebral, medida en el lobulo temporal medial (LTM) se evalua
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mediante resonancia magnética estructural o/y TC craneal y permite mejorar la
precision diagnostica (304). Esta medicion de LTM se considera un
biomarcador de neuroimagen para EA aceptado universalmente (69).

Para algunas personas seleccionadas, los datos de biomarcadores de amiloide
en PET o LCR también estan disponibles (102,107,305,306). Después del
examen clinico realizado por el neur6logo y neuropsicélogo, se llega a un
diagnéstico de consenso por un equipo multidisciplinar compuesto por los dos
anteriores mas el resto de neurdlogos, geriatras, neuropsicologos y
trabajadores sociales de la UM, reunidos en sesion clinica.

Desde enero de 2015, tras la firma de un consentimiento informado por el
paciente o su tutor legal, todos los pacientes nuevos y de seguimiento que
asisten a la FACE-MU vy pueden colaborar y comprender instrucciones
basicas, se someten a una historia completa y examen neurooftalmologico
siempre por el mismo optometrista, antes de llegar al diagnostico clinico
definitivo. Esa visita con el optometrista dura entre 20 minutos y se inserta en

la rutina de la FACE-MU.

Evaluacién oftalmolégica: La evaluacion incluye:

(1) anamnesis con recogida de antecedentes oftalmolégicos como cirugias
oculares, instilacion de colirios, antecedentes de ambliopia, etcétera;

(i1) la evaluacion en ambos ojos por separado de la mejor agudeza visual
(AV) corregida por refractometria subjetiva utilizando una lamina
ETDRS (Early Treatment of Diabetic Retinopathy Study) (307,308) a
través de un agujero estenopeico y las lentes correctoras que usase el
paciente habitualmente;

(ii1))  una medicion de presion intraocular (PIO) ejecutada por tonometria
Icare (309);

(iv) un examen con lampara de hendidura realizado a discrecion del
optometrista cuando estima que la biomicroscopia / oftalmoscopia
seria util en funcién de la historia clinica, AV o de cualquier otro
hallazgo inesperado observado en las imagenes de OCT;

(V) un examen OCT de dominio espectral (310).
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La PIO alta se defini6 como >24 mm Hg usando la tonometria descrita (309).

El optometrista y el neurdlogo desconocen los resultados de la evaluacion del
otro, de manera tal que el optometrista ignora el grado de deterioro cognitivo y

su etiologia posible y el neur6logo los datos de la medicion retiniana.

Tomografia de coherencia optica: Los pacientes fueron fotografiados con un
software 3D-OCT-1000 Maestro®, Fast Map version 8.40 (Topcon Co. Tokio,
Japén) para evaluar las regiones de disco Optico y macular. El aparato es
utilizado frecuentemente para estudios de oftalmologia (311) vy
neurooftalmologia (312,313), con resultados comparables con los de otros
proveedores (211). El examen dur6 entre 5 y 10 minutos. Es importante
destacar que no se requiri6 dilatacion de la pupila gracias al modo Bscan de
alta resolucién que también permite obtener también iméagenes confocales
CScan a través del software EnFace. La captura de OCT se combina con una
imagen de fondo de ojo en color real obtenida a través de una camara interna.
La segmentacion de las capas de retina es una practica habitual en
neurooftalmologia y es esencial cuando se pretende analizar miles de imagenes
o realizar un estudio ecoldgico en disciplinas ajenas a la oftalmologia. Aunque
es mas precisa la correccion manual, esto es, imagen por imagen, por un
oftalmodlogo capaz de detectar errores puntuales en las delimitaciones
intercapa, cada vez la precision de la segmentacion automadtica es mayor.
Ademas, la segmentacion automatica tiene mejor repetibilidad que la manual
cuando se trata de comparar mediciones separadas en el tiempo (314).

En nuestro estudio, la segmentacion se llevé a cabo utilizando el algoritmo
TABS (Topcon Advanced Boundary SegmentationTM) (313,315) como parte
del software Fast Map. El algoritmo TABS proporciona mediciones precisas y
consistentes en imagenes de retina, demostrando una buena reproducibilidad y
exactitud. También proporciona delineacion de multiples capas como la
membrana limitante interna (ILM), la capa de fibras nerviosas de la retina
(RNFL), la capa de células ganglionares (GCL), la capa plexiforme interna

(IPL), la capa nuclear interna (INL), el epitelio pigmentario de la retiniana

70



METODOS

(RPE) y la membrana de Bruch (BM). TABS gener6 automaticamente la
RNFL (de ILM a RNFL / GCL), GCL + (de RNFL / GCL a IPL / GCL) y el
grosor total de la retina (de ILM a RPE).

Variables retinianas estudiadas: para el estudio B, los pardmetros de RNFL
evaluados en este estudio fueron el grosor total promedio o promedio
(medicion de 360°), el grosor del cuadrante temporal (316—45°), del cuadrante
superior (46—135°), del nasal (136-225°) y del inferior (226-315°).

Para este estudio, los datos de OCT solo se analizaron de un tnico ojo (el
derecho) en todos los pacientes porque, como ya se ha explicado, el estudio
previo de fiabilidad con voluntarios sanos demostrd indices de correlacion
algo mayores en el ojo derecho.

Para el estudio C, los datos de grosor macular también se mostraron en tres
anillos concéntricos del mapa ETDRS centrados en la foveola (figura 8). Estos
estaban situados asi: un anillo macular central, a 1 mm de la féovea; un anillo
macular interno, a 3 mm de la févea; y un anillo macular externo, a 6 mm de la
fovea. Los anillos interno y externo estaban compuestos por cuatro cuadrantes
(superior, inferior, nasal y temporal). Los datos maculares se obtuvieron para
toda la neurorretina y, segmentados automaticamente, para la RNFL y CGL.

También se calculod el volumen macular.

Figura 8. Areas ETDRS T: Temporal; I: Inferior; S: Superior; N: nasal; F: Foveola.
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Antes de comenzar el estudio, con el objetivo de diferenciar las imagenes
normales de los hallazgos anormales, el oftalmoélogo experto en retina habia
entrenado al optometrista en la evaluacion de imagenes OCT. El oftalmélogo
revisdé el historial oftalmologico, los hallazgos del examen ocular y las
imagenes de OCT de aquellos casos que el optometrista considerdé anormales o
de dudoso diagnodstico. En algun caso se diagnosticaron oftalmopatias
desconocidas para los sujetos participantes (247).

El diagndstico de glaucoma se establecid presuntivamente si habia: hallazgos
glaucomatosos en la imagen de la cabeza del nervio 6ptico (ONH), la PIO era
> 24 mm Hg, tomaba colirios para el glaucoma o habia tenido una cirugia

antiglaucoma. No se dispone de imdgenes OCT de camara anterior.

Criterios de elegibilidad: Los pacientes se incluyeron en el estudio si tenian
entre 50 y 95 afios de edad al llegar a FACE-UM y cumplian con los criterios
de diagnostico de control, DCL o EA descritos a continuacion.

El grupo de control se defini6 por:

(a) Ausencia de sintomas significativos (CDR =0y GDS=102)y

(b) un rendimiento normal para su edad, sexo y educacion segun en la bateria
NBACE (64,65).

El grupo DCL se defini6 por:

(a) cumplir con los criterios de Petersen para MCI amnésico (48) y

(b) ausencia de signos significativos de enfermedad cerebrovascular en la
prueba de neuroimagen o en la escala de Hachinski (302) o de enfermedad
psiquiatrica, entendida esta como historia previa o predominante de sintomas
de depresion o/y ansiedad. El altimo criterio se aplic6 como se describe en
publicaciones anteriores (41,55) para aumentar la probabilidad de que los DCL
se debieran a una etiologia Alzhéimer.

Todos los sujetos en el grupo de AD cumplieron con los criterios de NINCDS-
ADRDA (National Institute of Neurologic and Communicative Disorders and
Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association) para EA

probable (66).
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Es importante recalcar que los criterios de inclusion elegidos requieren la
ausencia de otras enfermedades que justifiquen sintomas similares, lo que
resulta en una cohorte de estudio con alta probabilidad de etiologia de AD
"pura". En otras palabras, los pacientes con DCL o demencia y signos de
etiologias no AD fueron excluidos para evitar efectos de confusion en el
analisis o interpretacion de la relacidon entre el grosor retiniano y los grupos
clinicos del espectro AD. Y se actud asi incluso si se pensaba que la EA
también estaba presente, como en los casos de DCL o demencia de etiologia
mixta (57).

La medicacién para la EA no fue un criterio de inclusion o exclusion porque se
pretendia crear un estudio ecoldgico, con el mayor numero de situaciones
clinicas posibles. Tampoco lo fue la presencia de comorbilidad metabolica
como dislipemia, hipertension arterial (HTA) o diabetes mellitus (DM). Sin
embargo, si la HTA y la DM producian una maculopatia hipertensiva o
diabética, respectivamente, si que eran excluidos, como veremos a renglon

seguido.

A nivel oftalmolégico, los pacientes fueron excluidos si:

1. no podian permanecer quietos durante unos pocos minutos o/y
entender oOrdenes simples para colaborar en la evaluacién
neurooftalmologica, hecho que ocurri6 s6lo de manera habitual en los
casos que presentaban una demencia avanzada (GDS>5),

il. solo se obtuvieron datos del ojo izquierdo (por mala calidad de OCT o
ambliopia o amaurosis en el derecho, por ejemplo) o

iil. existian artefactos o enfermedades que pudieran afectar la calidad de la
medida tales como glaucoma, maculopatias, neuropatias Opticas,
cirugia retiniana previa, presion intraocular > 24 mmHg, miopia alta
(>—6Dp) o hipermetropia (> + 6Dp) o anomalias congénitas del nervio
optico. Esta exclusion se hizo a posteriori, es decir se les llego a
realizar la OCT incluso si tenian estos antecedentes por anamnesis. En
otras ocasiones fue la medicion de PIO o la imagen OCT la que

permitid el diagndstico de estas patologias excluyentes.
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En general, estos pacientes excluidos tienen una intensidad de sefial OCT baja,
pero este parametro no era un criterio de exclusion en si mismo. Dado que esta
comprobado que la calidad de imagen es uno de los factores (316-318) que
influye en la reproducibilidad de la medicion de la OCT longitudinalmente,
por segmentacion automadtica, se fue muy estricto en la depuracion de toda

patologia retiniana concurrente.

Consideraciones éticas: Este estudio y su consentimiento informado fueron
aprobados por los comités de ética tanto del Hospital Clinic 1 Provincial como
del Hospital Vall D'Hebron, (Barcelona, Espafia) de conformidad con las leyes
biomédicas espafiolas (Ley 14/2007, 3 de julio, sobre investigacion biomédica;
Real Decreto 1716/2011, 18 de noviembre) y siguid las recomendaciones de la
Declaracion de Helsinki. Todos los participantes firmaron el consentimiento
informado. Para aquellos con etapas de demencia moderada, el consentimiento

informado fue firmado por su representante legal o un miembro de la familia.

Analisis estadistico: Los analisis estadisticos se realizaron con IBM SPSS 20
(SPSS Inc., Chicago, IL) y de acuerdo con las directrices APOSTEL (319)
sobre la forma de informar los resultados de investigacion con OCT. Todos los
datos fueron analizados para hallar su normalidad, sesgo y rango. Todas las
variables cuantitativas se distribuyeron normalmente. Los resultados se
presentan como media + DE para variables cuantitativas, rango y niimero y

porcentaje para variables categoricas.

Se utilizaron la prueba de Chi-cuadrado para variables cualitativas (género) y
la prueba t de Student paramétrica para variables cuantitativas y asi comparar
las caracteristicas demogréaficas, los diagnodsticos clinicos y las mediciones de
OCT. El andlisis primario del estudio, que evalud las diferencias en las
variables retinianas (variables de disco y mdcula) entre subgrupos ajustados
por edad, educacion, género y calidad de imagen de la OCT; se probd con un
analisis de covarianza (ANCOVA), para todas las variables de OCT

estudiadas, como factores dependientes y grupos clinicos como factores
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independientes (tres categorias). El parametro Eta” se calcul6 para cada factor
del modelo, para obtener la varianza explicada de todos los predictores. Se
consider6 un efecto significativo cuando la p era inferior a 0.05. Cuando una
variable resultd estadisticamente significativa, se realizd la correccidon por

comparaciones multiples post-hoc.

ESTUDIO D. Retrospectivo con biomarcadores de PET de amiloide

Grupo de controles

Todos los controles (GDS=2, CDR=0) del estudio pertenecen a FACEBHI,
una cohorte de adultos cognitivamente sanos con deterioro cognitivo subjetivo
(20,293) a la que periddicamente se somete a pruebas de neuroimagen, se les
extraen muestras séricas y genéticas y pasan baterias neuropsicoldgicas
extensas en busca de biomarcadores de conversion a DCL debido a EA.

La tomografia de emision de positrones se realiza en los siguientes 90 dias a la
exploracion clinica con el trazador florbetaben (FBB-PET). Previamente a
cada exploracion FBB-PET, se obtuvo también una RM en un Siemens ©
Magneton Aera (Erlangen, Alemania) en Clinica Corachan, Barcelona. Tanto
los datos de FBB como los de RM craneal se registraron conjuntamente con el
paquete de software FSL 5.0 y FreeSurfer.

Las exploraciones FBB-PET se adquirieron en una maquina de TC molecular
Siemens © Biograph en el Servicio de Radiologia del Hospital Clinic i
Provincial de Barcelona. Se obtuvieron cuatro exploraciones de 5 min cada
una 90 minutos después de la inyeccion de 300 MBq de [F18] -FBB
(Neuraceq ©), administrado como un Unico bolo intravenoso lento (6 s / ml,
volumen total 10ml).

Se seleccion6 un valor de corte de SUVR cortical global = 1,35 para clasificar
a los sujetos en estado PET +/- segun el mismo protocolo seguido en otros
papers de nuestro grupo (224). Como la distribucion de la captacion de
amiloide cerebral entre los participantes del estudio no se distribuyo
normalmente, las cuantificaciones de SUVR globales se transformaron

logaritmicamente antes de su uso en los andlisis.
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Grupo de casos (demencia y DCL)

A los pacientes con DCL probable (GDS=3, CDR=0,5) y demencia tipo EA
probable leve (GDS=4, CDR=1) diagnosticados por criterios clinicos en la
UM, se les ofrece la posibilidad de participar en ensayos clinicos con fdrmacos
de experimentacion contra la EA (320,321). La mayoria de ensayos clinicos
requieren que los pacientes no tengan insuficiencia de otros 6rganos o sistemas
ni tomen medicacion anticoagulante y psicotropica como ansioliticos o
antidepresivos a dosis altas.

Dichos pacientes han calificado para ensayos clinicos en fase III donde se
testan o bien inhibidores de la enzima beta-secretasa BACE (beta-site amyloid
precursor protein cleaving enzyme 1) (322) o bien anticuerpos monoclonales
antiamiloide beta (323).

Previamente a su participacion en estos ensayos y como criterio de inclusion,
los candidatos se someten a una prueba para conocer su estado amiloide.
Puede ser una puncion lumbar o, lo que atafie a nuestro estudio, un PET de
amiloide, cuya positividad es condicion necesaria antes de ser aleatorizados.
Al ser un protocolo confidencial de la industria farmacéutica que promueve
dicho ensayo, la Fundacion ACE no dispone de los detalles ultimos del
protocolo de adquisicion y andlisis de imagen nuclear que finalmente conduce
a determinar como positivo o negativo al candidato. Sin embargo, si que
dispone de una base de datos anonimizada en la cual aparecen los datos
demogréficos de edad y sexo asi como la condicion dual positivo/negativo
para el PET de amiloide. Esa base de datos es la que se ha cruzado con la de
NORFACE de manera tal que se ha creado otra nueva base donde aparece el
status amiloide del PET (positivo/negativo) con los grosores retinianos
obtenidos en la OCT (en micras) y la informacion demografica de edad y sexo.
Tanto la OCT como el PET de amiloide se realizan antes de iniciar el
tratamiento experimental. Los pacientes se han agrupado por edad y sexo de
manera tal que para estos confusores no hubiera diferencias estadisticamente
significativas en los fenotipos cognitivos. Los pacientes con DCL probable se
sometieron un PET de flutemetamol y aquellos con demencia tipo EA

probable, de florbetapir.
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5.4. ESTUDIO E. Meta-analisis

Se utilizaron técnicas de meta-analisis para estimar el efecto predictor del
adelgazamiento de la RNFL peripapilar en el riesgo de desarrollar deterioro
cognitivo, ya sea en forma de DCL probable o de demencia probable tipo EA.
Para ello, en marzo de 2017, nuestro grupo realizd un meta-analisis tomando
como base una revision sistematica (figura 9) publicada en 2015 en
Alzheimer’s & Dementia (233), y que, en nuestra opinion, era el mas riguroso
desde un punto de vista técnico entre los entonces publicados (231-233).
Agregamos los datos de la serie NORFACE en el meta-andlisis.
Posteriormente han aparecido otros meta-analisis que también han abordado
otros parametros retinianos como el adelgazamiento macular (238,324) en la

prediccion de EA.

AD vs. normal controls: overall RNFL thickness

Number of Mean age Overall mean RNFL
ubiects 8 + 8 ickness +
OCT  Oneor subjects (eyes) *+ SD (yrs) thickness * SD (um)
Study type both eyes AD Controls AD Controls AD Controls
Ascaso et al. [9] TD Both 18 (36) 41 (82) AD and MCI: 729179 64.96 £ 16.71#%* 103.1 = 8.04
72.1 £8.7
Berisha et al. [14] TD One 9(9) 8(8) 743 £33 743 =58 85574 93.8 = 104
Chi et al.[19] TD One 12 (12) 17 (17) 75.39 £ 7.30 7529 £5.84  93.18 £ 11.36 99.44 = 8.88
Garcia-Martin et al. [15] SD One 20 (20) 28 (28) 793 = 4.1 72.1 £ 5.1 88.6 = 20.5 89.2 +20.9
Gharbiya et al. [20] SD Both 21 (42) 21 (42) 73.1 =69 703 =173 96.8 = 6.9 959 =85
Giines et al. [5] SD One 40 (40) 40 (40) 75.02 = 6.34 74.15 £5.76 84.0 £ 7.0%#* 107.1 £ 6.3
Iseri etal. [12] TD Both 14 (28) 15 (30) 70.16 £ 9.7 65.1 9.8 87.46 = 23.78%#* 113.16 = 6.72
Kang et al. [8] SD Both 8(16) 8(16) 715 67.4 80.44 = 16.73* 92.50 £ 9.8
Kesler et al. [10] TD Mix 30 (52) 24 (38) 73.7%+99 709 =92 84.7 = 10.6* 943 = 11.3
Kirbas et al. [7] SD Both 40 (80) 40 (80) 69.3 =49 68.9 = 5.1 65.0 £ 6.2°%%* 75.0 = 3.8
Kromer et al. [21] SD Mix 22 (42) 22 (42) 759 6.1 64.0 = 8.2 105 = 17.0 101.8 = 10.7
Larrosa et al. [22] SD One 151 (151) 61 (61) 75.29 74.87 97.55 = 14.12 100.55 = 12.99
Moreno-Ramos et al. [23]  SD Both 10 (20) 10 (20) 73.0 £ 6.5 702 £5.5 94.5 £ 2. 2%k 108.0 £ 2.2
Paquetetal. [11] TD Both 26 (52) 15 (30) 78.5 =491 755 £ 5.1 83.4 £ 7.19%+* 102.2 = 1.8
Parisi et al. [13] TD One 17 (17) 14 (14) 70.37 = 6.1 Age-matched 59.5 £ 16.7%* 99.9 = 8.95
Polo et al. [6] SD One 75 (75) 75 (75) 74.15 £ 9.15 7398 £9.05 9740 = 11.2 99.21 £9.9
Zhu et al. [24] SD NR 10 (NR) 167 (NR) 79.6 = 8.6 75577 90.7 £ 15.8%#* 96.7 £ 9.6

Abbreviations: AD, Alzheimer’s disease; RNFL, retinal nerve fiber layer; OCT, optical coherence tomography; SD, standard deviation; TD, time-domain;
SD. spectral domain; NR, not reported.

NOTE. One or both eyes or a mix of one and both eyes used per subject in the evaluation of mean RNFL thickness. Number of subjects (number of eyes in
brackets).

*P < 0.05, #*P < 0.01, ***P < 0.001.

Figura 9. Datos demograficos del meta-analisis de Thomson (233).

Método: La revision sistematica con el meta-analisis referenciado (243) buscod
en linea estudios originales de utilidad diagnodstica del grosor de RNFL
peripapilar medida por OCT en EA diagnosticada con criterios NINCDS-
ADRDA (66) en los que se compararan casos con controles, ajustados al

menos por edad y sexo, con un tamafio muestral de al menos 10 sujetos.
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Se eliminaron los articulos irrelevantes o duplicados antes de evaluar la
elegibilidad de los restantes mediante una revision de texto completo
basandose el método QUADAS de evaluacion de la calidad de estudios
incluibles en meta-andlisis de precision diagnostica (325). Finalmente se
extrajeron los datos originales de los estudios (medias, desviaciones estandar,
tamafios de la muestra) y, cuando fue necesario, se calcularon los datos que no
estaban disponibles.

Se utiliz6 el programa RevMan 5.3 para el meta-andlisis calculando las
estimaciones segun intervalos de confianza (IC) del 95%. Se usaron las
medias, las desviaciones estandar y los tamafios de muestra extraidos de los
estudios para calcular la diferencia de medias ponderada (DMP) mediante el
modelo de efectos aleatorios de varianza inversas. La p< 0,05 se considero
significativa y se evalu6 la heterogeneidad con la prueba de Higgins I, tal que
un valor de I* de mas del 50% implicaba heterogeneidad significativa.
Finalmente se identificaron un total de 17 estudios que incluian 702 ojos AD y
790 ojos de control, los cuales mostraban una reduccion significativa en el

grosor medio de la CFNR en los pacientes con EA en comparacioén con los

controles y una heterogeneidad muy elevada de I’=96% (figura 10)

AD Controls Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% CI
Ascaso 2014 64.96 16.71 36 103.1 8.04 82  6.0% -38.14[-43.87,-32.41] -
Berisha 2007 855 74 9 938 104 8 53% -8.30 [-16.98, 0.38] ]
Chi 2010 93.18 11.36 12 9944 888 17 55% -6.26 [-13.95, 1.43] ]
Garcia-Martin 2014 88.6 20.5 20 89.2 209 28 4.4%  -0.60[-12.46, 11.26] -1
Gharbiya 2014 96.8 6.9 42 959 85 42 6.5% 0.90 [-2.41, 4.21] T
Gunes 2014 84 7 40 1071 6.3 40 6.6% -23.10[-26.02, -20.18] -
Iseri 2006 87.46 23.78 28 113.16 6.72 30 5.1% -25.70 [-34.83, -16.57] -
Kang 2013 80.44 16.73 16 925 9.8 16 5.0% -12.06 [-21.56, -2.56] -
Kesler 2011 84.7 10.6 52 943 113 38 6.3%  -9.60[-14.21, -4.99] -
Kirbas 2013 65 6.2 80 75 38 80 6.7% -10.00[-11.59, -8.41] -
Kromer 2014 105 17 42 1018 10.7 42  6.0% 3.20 [-2.87,9.27] I
Larrosa 2014 97.55 14.12 151 100.55 12.99 61  6.4% -3.00 [-6.96, 0.96] I
Moreno-Ramos 2013 945 22 20 108 22 20 6.8% -13.50[-14.86, -12.14] "
Paquet 2007 834 7.19 52 1022 1.8 30 6.7% -18.80[-20.86, -16.74] -
Parisi 2001 595 16.7 17 99.9 895 14 5.1% -40.40 [-49.62, -31.18] -
Polo 2014 974 112 75 99.21 9.9 75 6.5% -1.81 [-5.19, 1.57] 7
Zhu 2014 90.7 15.8 10 967 96 167 4.9% -6.00 [-15.90, 3.90] T
Total (95% Cl) 702 790 100.0% -12.44 [-16.64, -8.25] ‘
Heterogeneity: Tau? = 67.27; Chi = 377.84, df = 16 (P < 0.00001); I = 96% f f f ‘
Test for overall effect: Z = 5.82 (P < 0.00001) 100 0 0 %0 100

AD Controls

Figura 10. Meta-analisis de Thomson para grosor de RNFL en DCL y EA(233).
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A esos 17 afiadimos nuestro estudio, realizado con tecnologia SD-OCT el cual
aportd 414 al grupo control y 324 al grupo demencia y s6lo considerd un ojo
(el derecho) en todos los sujetos (tabla 4) Se volvieron a calcular los

parametros del meta-analisis con RevMan 5.3.

Tabla 4: Meta-analisis incluyendo datos de NORFACE

Estudio Grupos clinicos Ajuste

Ascaso 2014 (221) EA, DCL, Controles Edad, sexo (por
MMSE en un modelo)

Berisha 2007 (185) EA y controles No descrito

Chi 2010 EA y controles No discernible (chino)

PMID:20388347

Garcia-Martin 2014 (226) EA y controles No descrito

Gharbiya 2014 (112) EA y controles No descrito

Gtines 2014 EA y controles Sin ajuste

PMID: 26738353

Iseri 2006 (326) EA y controles Sin ajuste

Kang 2013 EA y controles No discernible

Kang BH, Kim JI. Decreased retinal (coreano)

thickness in patients with Alz- heimer’s

disease. ] Korean Neurol Assoc

2013;31:173-7
Kesler 2011 (235) EA, DCL y controles Edad en la regresion
Kirbas 2013 (327) EA y controles No descrito
Kromer 2014 (236) EA y controles No descrito
Larrosa 2014 (237) EA y controles No descrito
Moreno-Ramos 2013 (161) EA y controles No descrito
Paquet 2007 (156) EA, DCL y controles No descrito
(DCL vs controles no
comparados por cuadrantes)
Parisi 2001 (220) EA y controles No descrito
Polo 2014 (205) EA y controles No descrito
Sanchez 2018 (289) EA, DCL y controles Edad, sexo,
educacion, calidad de
imagen
Zhu 2014 EA, DCL y controles No discernible (chino)
impairment or Alz- heimer’s disease.

Ophthalmol CHN2014;23:231-4.
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No se opto por un modelo de andlisis por efectos fijos que asigna mayor peso a
los estudios mas grandes y da un intervalo de confianza mas estrecho porque
en la revision sistematica realizada la heterogeneidad era muy alta (I*>75%).
Segtin la Cochrane, valores de I” cercanos a 0 indica no heterogeneidad,
valores de I°<40% tienen heterogeneidad baja; los de I°730-60%,
heterogeneidad moderada; entre 50-90% heterogeneidad significativa; entre
75-100% implica heterogeneidad muy alta. I°"100% es la heterogeneidad
maxima.Esta I* obedecia a multiples razones (tipo de disefio prospectivos o
retrospectivos, varias marcas distintas de OCT (Zeiss, Heidelberg, Topcon,...)
con tecnologias diferentes (SD-OCT, TD-OCT).

Ante esta variabilidad, la red internacional Cochrane recomienda elegir (y asi
hicimos) el modelo de efectos aleatorios que asigna menos peso a los estudios
de tamafio muestral més elevado de manera tal que potencia los pequefios. Su
resultado final serd valorable siempre y cuando se derive de muchos estudios
componentes (fue el caso de nuestro meta-analisis que agrup6 18 estudios) y
los sesgos metodoldgicos de estos no sean importantes (no fue el caso, pues
habia multiples en esos estudios).

También se realizd6 un grafico de embudo (funnel plot) para valorar la

existencia de sesgos de publicacion.

5.4. ESTUDIOF.

5.4.1. Analisis factorial o de componentes principales.

El andlisis factorial es una técnica usada en estadistica cuando existen muchas
variables y se pretende conocer mejor su estructura interna (328). Permite, en
base a correlaciones, reducir el nimero de las variables observadas o medidas a
otro numero menor de variables no observadas llamadas factores y obtenidas
por modelaciones de aquellas a las que se asocia un determinado peso o carga.
Por ejemplo, diversas variables miden el espesor de RNFL en distintos puntos
de disco y macula y parece légico pensar que sus valores no son
completamente independientes. También es probable que la medicion del
grosor de CGL, capa que alberga los somas de las GC se correlacione con la

capa que alberga sus axones (RNFL).
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Dado que las variables elegidas en disco dptico y macula en este estudio a) no
mostraron capacidad de discriminar el fenotipo cognitivo en nuestra cohorte y
b) estaban altamente correlacionadas entre si, optamos por un andlisis factorial
exploratorio de 27 de las variables neurorretinianas medidas por OCT que
aparecen con distinta frecuencia en estudios de neurooftalmologia, para hallar
sus componentes principales.

Estas son las variables que analizamos factorialmente a partir de los datos del
ojo derecho:

1.Area de disco total

2.Area de copa total

3.Area del anillo

4.Volumen de la copa

5.Ratio CD de area de disco

6.Ratio CD lineal de disc

7.Ratio CD vertical de disco

8.Diametro vertical de disco

9.Diametro horizontal de disco

10.Centro ETDRS

11.Int-Temporal ETDRS

12.Int-Superior ETDRS

13.Int-Nasal ETDRS

14.Int-Inferior ETDRS

15.Ext-Temporal ETDRS

16.Ext-Superior ETDRS

17.Ext-Nasal ETDRS

18.Ext-Inferior ETDRS

19.Grosor macular central

20.Grosor de centro macular

21.Volumen macular total

22.Grosor promedio de capa de células ganglionares (GCL+) en hemirretina
superior

23.Grosor promedio del resto de capas de la neurorretina (descontando CGL y
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RNFL) en hemirretina superior

24.Grosor promedio de capa de fibras nerviosas de la retina (RNFL) en
hemirretina superior

25. Grosor promedio de capa de células ganglionares (GCL+) en hemirretina
inferior

26.Grosor promedio del resto de capas de la neurorretina (descontando CGL y
RNFL) en hemirretina inferior

27. Grosor promedio de capa de fibras nerviosas de la retina (RNFL) en
hemirretina inferior.

Con la aplicacién IBM SPSS 26 (SPSS Inc., Chicago, IL) se cre6 una matriz de
correlacion entre todas esas variables (27 x 27) y generaron 27 componentes o
cofactores que se ordenaron jerarquicamente segun la cantidad de varianza
explicada.

Finalmente se seleccionaron los 5 primeros factores de la lista de 27 como los
mas explicativos y parsimoniosos delimitando el punto de corte critico entre
factores, con criterios como un eigenvalue >1, la caida relativa en la grafica de
sedimentacion (scree plot) mostrada en la figura 11, y la revision de la

magnitud de la comunalidad (communality).

Scree Plot
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Figura 11. Grafica de sedimentacion (scree plot).
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Estos 5 primeros factores eran la solucion 6ptima para explicar el maximo de la
varianza explicada (mas de un 84%) con menos factores. En este estudio
exploratorio se optd por una estructura factorial ortogonal, que asume la

independencia entre los factores.

Posteriormente se generaron los pesos factoriales de cada variable (de 0 a +/-
1). A continuacién se muestran los 5 componentes principales que explican
buena parte de la variabilidad de las 27 variables (también listadas).

Se comprobd si estos 5 factores tenian capacidad para discernir entre los
grupos clinicos conocidos con la poblaciéon de partida (930 sujetos: 414

controles cognitivos, 192 DCL probable, 324 EA probable).

5.4.2. Analisis de clusters o conglomerados.

El andlisis de conglomerados o clusteres (cluster analysis), es una técnica
estadistica multivariante que agrupa automaticamente variables o individuos
con el fin de lograr maximas homogeneidad intragrupo y diferencia
intergrupos. Estos grupos homogéneos llamados conglomerados o clusteres no
son condicionados o delimitados de antemano sino que surgen de la misma
naturaleza estadistica de los datos en funcion de su parecido. Su utilidad en la
biomedicina y en la psicologia es muy frecuente (329).

Realizamos un andlisis de clusteres agrupando los 930 sujetos en:

1. tres grupos diferenciados (clusters), precisamente el mismo nimero de
grupos de fenotipos cognitivos que tratamos de discernir, primero utilizando
los factores Optimos obtenidos en el andlisis factorial y después, las 27
variables de OCT arriba descritas.

2. dos grupos diferenciados (clusters) siguiendo un modelo caso-control. En
este modelo se retiraron los pacientes con DCL y se dejaron solo los grupos
extremos, esto es casos como pacientes con demencia tipo EA y controles
como sanos cognitivos. Se ejecutd doblemente: primero, basado en los factores

arriba descritos y, segundo, en las variables OCT.
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The use of optical coherence tomography (OCT) has been suggested as
a potential biomarker for Alzheimer’s Disease based on previously
reported thinning of the retinal nerve fiber layer (RNFL) in
Alzheimer’s disease’s (AD) and Mild Cognitive Impairment (MCI).

However, other studies have not shown such results.

930 individuals (414 cognitively healthy individuals, 192 probable
amnestic MCI and 324 probable AD) attending a memory clinic were
consecutively included and underwent spectral domain OCT (Maestro,
Topcon) examinations to assess differences in peripapillary RNFL
thickness, using a design of high ecological validity. Adjustment by age,

education, sex and OCT image quality was performed.

We found a non-significant decrease in mean RNFL thickness as
follows: control group: 100,20 + 14,60 pm, MCI group: 98,54 + 14,43
pm and AD group: 96,61 £+ 15,27 pm. The multivariate adjusted
analysis revealed no significant differences in mean overall (p = 0.352),
temporal (p = 0,119), nasal (p = 0,151), superior (p = 0,435) or inferior
(p = 0,825) quadrants between AD, MCI and control groups.

These results do not support the usefulness of peripapillary RNFL
analysis as a marker of cognitive impairment or in discriminating
between cognitive groups. The analysis of other OCT measurements in
other retinal areas and layers as biomarkers for AD should be tested

further.

Alzheimer’s disease (AD) is a complex neurodegenerative disease and the most
common cause of demential. Clinical diagnostic criteria for AD do not
discriminate with accuracy between different dementing etiologies?. Before the
onset of dementia, cognitive disorders progress slowly with minor cognitive

impairment and without significant interference in daily activities. This
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prodromal phase is known as mild cognitive impairment (MCI), a clinically
heterogeneous syndrome whose definition has evolved in last years*- and can
be due to many different etiologies (AD, vascular damage, depression,...).
Although some MCI patients can remain stable for decades or even return to
cognitive normality, it is well established that amnestic and multi-domain MCI
condition increases the risk of progressing to ADS’. Given the fact that
diagnosis of AD is still complicated especially in the MCI stage,, the search of
inexpensive and noninvasive biomarkers is a promising area of research®. Even
though some biomarkers have been validated and integrated into the new
clinical diagnostic criteria®!%, most show suboptimal test accuracy and either are
very expensive such as detection of AP and Tau deposits in the brain using
positron emission tomography (PET) or fairly invasive such as measurement of

tau protein and AP peptide levels in cere- brospinal fluid (CSF) analysis!!-12

The retina is considered an anatomical protrusion of the central nervous system
with same embryological origins. Unmyelinated axons of retinal ganglion cells
form the retinal nerve fiber layer (RNFL) which prolongs as the optic nerve and
connects to the lateral geniculate nucleus (LGN) in the thalamus, which serves

as the first relay center of the visual pathway.

Color and contrast sensitivity impairment, worse depth and motion perception,
visual field deficits and impaired visual acuity are often seen in AD patients'3-14.
Visual symptoms in AD are supposedly caused by dam- age to associative
visual cortical areas!>!% however, there is mounting evidence that neuroretinal
involvement could also be a contributing factor!” and this has spurred interest in
the search for retinal AD biomarkers!®!°. Numerous postmortem
histopathological studies reported RNFL and ganglion cell layer (GCL)

reduction in AD patients'®!? although others demonstrated disparate results?0-22.
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Optical coherence tomography (OCT) is a relatively inexpensive, innocuous,
quick transpupillary technique that permits in vivo objective retinal
measurements and quantification. OCT is routinely used in ophthalmology to
evaluate retinal integrity through high-resolution cross-sectional scans of retinal
layers such as the RNFL and CGL at different locations such as the macula or
papilla?324. OCT is widely used in clinical ophthalmology and is a promising
tool for neurological research® due to its good reliability in a variety of Central
Nervous System (CNS) pathologies?¢-28 and high correlation with several visual

electrophysiological techniques2%-3°.

Peripapillary RNFL thinning is the most common finding in many neurological
conditions such as multiple sclerosis, stroke, neuromyelitis optica, Lewy Body
Dementia, Parkinson’s disease and AD?'-33 1t has been postu- lated to occur due
to retrograde degeneration of the retinal ganglion cell axons or retinal deposits
of AD pathol- ogy. Of note, classical histological studies!®!° have not found
beta-amyloid plaques or neurofibrillary tangles in the retina of AD patients but

more recent studies claim to detect them34-36.

Studies on peripapillary RNFL are inconclusive as they are based on small size
samples and show important methodological heterogeneity3’-3° and discrepant
results as will be discussed in further sections. Some studies show marked
RNFL thinning affecting all retinal quadrants in patients with AD and MCI!3:40-

26,44-46
43 whereas others do not™""

Our study aims to assess the clinical usefulness and feasibility of collecting
RNFL thickness using OCT in a memory unit (MU) from a large, consecutively

recruited cohort.
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Results

Figure 1 depicts the participant algorithm selection. 3,930 subjects attending a
MU from January 2015 to July 2016 were invited to take part in this study and
underwent a complete ophthalmological examination. 3,536 individuals (90%)
received clinical diagnosis. 955 (24.4%) individuals out of 3,930 patients were
discarded owing to several eye diseases (Table 1). Glaucoma and degenerative
maculopathy were the main reasons for exclusion and their prevalence was

especially high, especially among older and AD patients.

After the comprehensive application of inclusion and exclusion criteria depicted
in detail below (see Methods), 930 (23.6%) participants in the cohort met all the
inclusion criteria and none of the exclusion criteria: 414 subjects were in the
control group, 192 in the MCI group and 324 in the AD group. Demographics

are described in Table 2.

There were significant differences between all three diagnostic groups in all
demographical features (p < 0.001). Women made up most of the total sample
and were significantly more prevalent in the AD than in the MCI group.
Cognitively healthy individuals were younger and showed higher education
levels, higher MMSE scores and a slightly better OCT image quality than both
MCI and AD patients. The MCI group was younger and scored higher in the
MMSE (Mini-mental State Examination) than the AD group.

Table 3 summarizes each covariate’s contribution to RNFL thickness variance

including eta-squared and sig- nificance, after using ANCOVA.

OCT image quality, followed by age and education turned out to be the most
decisive factors for explaining variability of RFNL thickness and showed a very
significant correlation and effect size. These three variables were more strongly

associated with RNFL measurements than the diagnosis itself, whose correlation
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was not signifi- cant. The effect of gender was not significantly correlated with

the peripapillary RNFL thickness.

Due to the differences in demographics between groups, we adjusted overall and
sector-specific RNFL thickness in a multivariate model by the following
covariates: OCT image quality, age, gender and education. No significant
differences in mean overall (p = 0.352), temporal (p = 0.119), nasal (p = 0.151),
superior (p = 0.435) and inferior (p = 0.825) RNFL thickness were found after
comparing diagnostic groups. Our Mean and SD values are within the range of

previously published studies.

Raw and adjusted data is displayed for mean overall (Table 4) and sector-
specific (Table 5) RNFL thickness. A boxplot for mean overall RNFL thickness
is represented (Fig. 2).

Since previous studies showing significant differences in RNFL thickness
compared data between age and gender matched groups instead of using
multivariate regression, we performed a sensitivity analysis in some age and
gender groups at different age intervals to verify that the observed lack of
significance in RNFL reduction between diagnostic groups was not due to this
methodological difference. No significant differences were obtained by

comparing age and gender matched groups (Table 6).
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With OCT examination

01 Jan 2015 - 30 Jun 2016

(n=3,930)

Without clinical diagnosis
(n=394)

With clinical and
ophthalmological protocol

(n=3,536)

With exclusion criteria
(n =2,606)
+ Other dinical diagnoses (n= 1,389)
+ Ophthalmological comorbidities (n = 955)
+ Other exclusion reasons (n = 262)

With diagnostic criteria

(n =930)

Control Mmcl AD
(n=414) (n=192) (n =324)

Control: Healthy Cognitive Controls;
MCI: Amnestic probable Mild Cognitive Impairment;
AD: Probable Alzheimer’s Disease

Figure 1. Patient selection and study cohort flow chart. Eligible population and selection of the study sample
for this study through inclusion and exclusion criteria.

Glaucoma 292 (30.6) 7,4%
Macular degeneration | 289 (30.3) 7,3%
Amblyopia 135 (14.1) 3.4%
Intraocular pressure | 62 (6.5) 1.6%
>24

Retinal surgery 46 (4.8) 1.1%
OCT artifacts 39 (4.1 1.0%
Myopia magna 36 (3.8) 0.9%
Optic neuropathies 18 (1.9) 0.5%
Ocular injury 6 (0.6) 0.2%
Other causes 61 (6.4) 1.6%
[Unknown 72 (7.6) 1.8%

Table 1. Ophthalmological causes of exclusion. 955 out of 3,930 participants were excluded because of
ophthalmological causes. Some subjects met more than one ophthalmological exclusion criterion.
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Inter-groups
Mean | SD Significance
Control | 10.96 4.13
Education MCI 7.00 4.32
(years) AD 6.14 4.08
Total 8.46 4.72 <0.001t+
Control | 65.93 9.01
Age (years) MCI 76.46 7.14
AD 78.99 7.87
Total 73.05 | 10.23 <0.001t+
Control | 29.29 1.00
MMSE MCI 25.14 2.97
(points) AD 20.28 3.98
Control | 47.81 7.57
OCTImage MCI 44.59 8.23
Quality (%) |AD 4323 | 10.33
Total 4541 9.09 <0.001t+
Control | 67.7%
Gender MCI 56.2%
(% women) |AD 74.0%
Total 67.8% <0.001*

Table 2. Baseline demographics. Demographic features like age, gender and education, MMSE scores, and
OCT quality image among groups are summarized. All the analyzed characteristics were significantly different
among diagnostic groups. *Pearson’s Chi2 test. +1-factor ANOVA.

Covariate Significance *D.f. | Partial Eta2
Education 0.018 1 0.006
Gender 0.516 1 0.000
Age 0.0001 1 0.033
OCT image quality | 001 1 ]0.037
Diagnosis 0.352 2 0.002

Table 3. Contribution of every covariate to variance of RNFL thickness. Correlation between demographical
and opthalmical covariates with the dependent variable is itemized. *D.f.: Degrees of Freedom.

Group (N) Mean |SD |Mean?2 |SEM | p value
Control (414) 100.20 | 14.59|97.81™ |0.82

MCI (192) 98.54 |14.43|9986™ |1.05

AD (324) 96.61 |15.27|9g 8™ |0.89

Total (930) — — — 0.352

Table 4. Results of mean RNFL in all diagnostic groups. Raw and adjusted mean overall RNFL thickness
(um), standard deviation (SD) and standard error of the mean (SEM). After a multivariate adjustment, no
significance between any diagnostic groups appeared and dispersion data is shown as SEM. SD: Standard
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Deviation; aa: after adjustment; SEM: Standard Error of the Mean; p: Significance; AD: Alzheimer’s Disease;
MCI: Mild Cognitive Impairment.

p value Group (N) |Mean SD Mean22 | SEM
Control (413)[72.76  [12.43 |71.442a |0.77
Temporal MCI (192) [72.46 [13.73 | 73.242a | 0.99
0.119 AD (324)  [72.82  |14.63 | 74.043a |0.83
Total (929) — — —
Control (413)[117.74 [24.54 | 114.882a | 1.34
Superior |MCI (192) [116.31 24.17 | 117.74%a | 1.73
0.435 AD (324)  [114.27 [22.34 |117.052a | 1.45
Total (929) — — —
Control (413)[78.67 [18.18 |77.12aa | 1.00
Nasal MCI (192) [78.95 [17.27 |79.683 |1.29
0.151 AD (324)  [75.18 |17.65 |76.72aa | 1.08
Total (929) — — —
Control (413)[131.80 21.97 | 128.063 | 1.28
Inferior ~ MCI(192) [126.34 21.82 |128.533a | 1.65
0.825 AD (324)  1123.82 25.25 [127.283a | 1.39
Total (929) — — —

Table5. Results of quadrants RNFL in all diagnostic groups. Raw and adjusted sectorial RNFL thickness (um),
standard deviation (SD) and standard error of the mean (SEM). After a multivariate adjustment, no significance
between any diagnostic groups appeared and dispersion is shown as SEM. SD: Standard Deviation; aa:after
adjustment; SEM: Standard Error of the Mean; p: Significance (missing data: 1); AD: Alzheimer’s Disease;
MCI: Mild Cognitive Impairment.

Women (%) Age
Group (N) p (years)y SD |p
value value
Control(85) 55.3 74.48 2.87
MCI (84) 58.3 74.55 2.64
AD (63) 63.5 74.81 2.61
Total (232) 58.6 0.60 |74.62 2.70 |0.99
Group (N) p RNFL SD p value
Control (85) ]97.36 13.03
MCI (84) 100.44 15.10
AD (63) 99.88 12.33
Total (232) 99.16 13.65 | 0.185

Table 6. Example of mean RNFL thickness in all diagnostic groups using a matching strategy for age. Mean
age (years), mean peripapillary RNFL thickness (um) and standard deviation (SD) are shown. Age (p = 0.99)
and gender (p = 0.60) do not differ among all diagnostic groups. Changes in RNFL thickness between any
diagnostic groups were not significant (p = 0.185). SD: Standard Deviation; p: Significance; p RNFL:
Peripapillary RNFL; AD: Alzheimer’s Disease; MCI: Mild Cognitive Impairment.
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Figure 2. Mean RNFL for each diagnostic group. This boxplot represents the mean RNFL for each diagnostic
group (Control, MCI, AD). No differences were found between clinical categories. The bottom and top of the
box are the first and third quartiles and the band inside the box represents the median. AD: Alzheimer’s
Disease; MCI: Mild Cognitive Impairment.
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Figure 3. Mean RNFL distribution for all the diagnostic groups. AD: Alzheimer’s Disease;
MCI: Mild Cognitive Impairment.

SCIENTIFIC REPORTS | (2018) 8:16345 | DOI:10.1038/541598-018-34577-3 97




Discussion

In contrast to some previous studies, we have not found significant differences
in peripapillary RNFL thickness between cognitively healthy subjects, MCI and
AD patients. However, previous literature on this matter is discrepant and
inconclusive so far. Most publications showed that peripapillary RNFL thinning
might affect all quadrants in the AD as well as in the MCI stage and correlates
with functional measurements of visual pathways!3:40-43. However, other recent
studies do not show a marked reduction of disc RNFL thickness?6:4446. Such
discrepancies may be due to several reasons such as lack of a strong

involvement of the RNFL in AD, and, there- fore, the effect is not detectable.

Due to the difficulty to recruit very old cognitive controls and very young
people with dementia, the examined age interval in previous literature was very
reduced (mean age between 70 and 80 years). Thus, cognitive impairment
happening at very early or very advanced ages was not taken into account and it
is known that rates of cognitive decline vary depending on the age*’. Other
important factors affecting cognition such as education or affecting
measurements such as OCT image quality were seldom studied in prior
investigations. Our study tests both of these key covariates and in all age
intervals showing that OCT image quality appears to be the most influential
covariate determining peripapillary RNFL variability, followed by age. OCT
signal strength is considered as a proxy of OCT image quality. Its value ranges
from 0 (minimal) to 1 (maximal) and is given automatically by the software,
after each acquisition. Controls got higher OCT signal than AD patients. This
parameter also appeared to be much more influential in OCT protocols assessing
disc than macula possibly because the disc protocol requires excentrical fixation
and therefore it is more demanding for the cognitively impaired patients than for
healthy controls whose attention is better. It is also possible that cognitively
impaired patients have more subclinical corneal or lens opacities than healthy

individuals, even after having excluded all the subjects with evident ocular
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etiologies, due to the known comorbidity between AD and degenerative
maculopathies*®#°. Thus, we consider that image quality values should always

be included in future research when studying the optic disc using OCT.

We have conducted a cross-sectional study using a large sample representative
of clinical practice in a wide range of ages, cognitive stages and medical
etiologies in order to enhance ecological validity. Most patients from our cohort
were able to collaborate during OCT performance and this fact supports the
feasibility of OCT assessment in a memory clinic setting. However, 24.4% of
eligible subjects were excluded due to ophthalmological comorbidities, mainly
glaucoma and macular degeneration. Both are diseases associated to age and
different authors consider that both diseases share some pathophysiological
underlying mechanisms with AD*4% and it could partly explain the high
prevalence observed in our cohort. The fact that these retinal pathologies also
affect RNFL thickness might make the application of OCT as biomarker in a

memory clinic more complex.

We consider our study counts with various strengths compared to previous
investigations that study the retina in AD. Unlike other studies, where diagnostic
criteria for cognitive normality and impairment are not detailed or only based on
simple screening tests, we applied a comprehensive and standardized diagnostic
protocol including extensive neuropsychological testing and neuroimaging
biomarkers, as shown in the Methods. Most studies in the past were case-control
designs based on small, hyperselected and underpowered sample sizes*’°. Their
methods and results were very heterogeneous, given the fact that some studies
included only one eye per patient whereas others included both, that different
OCT techniques and brands were used, etcetera. Heterogeneity between stud-
ies can be measured through the Higgins 12 test’’. 12 was calculated in three
meta-analysis®’3? showing values over 95%, indicating an extreme lack of

homogeneity that makes comparison difficult. Inclusion of participants in

| (2018) 8:16345 | DOI:10.1038/541598-018-34577-3

99




previous studies was not consecutive and investigators were not blinded to the
clinical diagnosis before OCT execution leading to important risk of bias and
overestimating test accuracy>'-2. We took special care to avoid these limitations,
by including every consecutive patient attending the MU, independently of their
clinical pres- entation, education and age. The cohort of this study is the largest
sample size collected in a single site so far. To avoid bias, clinician and
optometrist were blinded to all procedures carried out in the same patient by the
other. In our results, peripapillary RNFL is not discriminating enough between
cognitive groups and its normal varia- bility due to ageing and other factors
might be fairly more pronounced than the variability hypothetically due to active
neurodegeneration. Our results do not support the usefulness of RNFL thickness

as biomarker of cognitive impairment in a MU.

We also acknowledge several limitations of this study. First of all, the results are
only cross-sectional, there- fore no conclusions can be drawn about the
dynamics of RNFL thinning. We envision a longitudinal analysis to elucidate
the RNFL changes over time. Second, standard deviation of RNFL
measurements showed an important inter-individual variability within each
group, similar to the one observed in some population-based or normative
studies>3>4. However, this higher variability may be related to the fact that the
age range in our population is less restricted than in the case-control studies
previously mentioned. Third, given the heterogeneity of clinical and visual
symptoms in AD, it may be possible that there are certain subgroups of AD
patients with significant lesions of the visual system and this fact could
contribute to explain observed discrepancies in the literature®. Fourth, the
covariates considered in our model might not be sufficient to control for inter-
group variability, as we did not consider important eye parameters that might be

confounding factors such as axial length and optic disc area, among others>3.
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Although controversial, the peripapillary RNFL thinning is the most published
retinal discovery in AD. However, many other OCT findings such as reduction
in macular volume, ganglionar cell layer thickness, choroid width and some
vascular alteration have been described and might be promising biomarkers for
dementia staging and AD progression®>—°. In fact, it is possible that retinal AD
biomarkers can only be achieved after having integrated various of the already
cited biomarkers, both neuroretinal (such as RNFL, CGL, macular width) and
retinovascular parameters (vessel morphology among others), in a composite
biomarker. In any case, rapid advancements both in OCT technology such as
automatic segmentation and in biomarkers in PET/CSF to improve diagnostic
certainty®%-61 can give us a better insight into relationships between brain and

eye.

Methods

Participant selection and characterization: the NORFACE cohort. The
Neuro-Ophthalmology Research At Fundaci6 ACE (NORFACE) research
cohort was founded to search for retinal biomarkers of AD and examine the
intriguing relationships between retinal pathophysiology and different types of
neurodegen- erative disease that cause cognitive impairment including AD,
frontotemporal dementia, Lewy body dementia, Parkinson’s Disease and
vascular dementia among others. It is characterized by (a) prospective and
consecutive recruitment in a memory clinic, (b) extensive neurological,
neuropsychological and socio-functional evaluations, (c) a complete neuro-
ophthalmological evaluation including a OCT scan, (d) consensus-based clinical
diagnosis made by a multidisciplinary team (e) a longitudinal periodical clinical
and neuro-ophthalmological reassessment. Fundaci6 ACE-Institut Catala de
Neurociencies Aplicades, Barcelona, Spain has developed a multidisciplinary
approach to diagnose and care for patients with neurodegenerative diseases®

based on standardized neuropsychological and medical examinations®3.64,
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Patients are referred to Fundaci6 ACE-Memory Unit (FACE-MU) by primary
care physicians or medical specialists of the Catalan Public Health System and
undergo cognitive and psychological screening, including the Mini-Mental State
Examination (MMSE)®-¢ the 7-minute tests®’” and the Hospital Anxiety and
Depression Scale (HAD)®. Afterwards, a comprehensive neuropsychological
battery called NBACE is administered. NBACE counts with normative data and
includes tests sensitive to orientation, memory, language, executive,
visuoconstructive, visuospatial and visuoperceptive functions63-64.

Blood tests comprising syphilis screening, liver and renal function, cholesterol
profile, thyroid function and serum vitamin B12 and folate levels are analyzed to
exclude possible causes of dementia. Brain atrophy, in particular medial
temporal lobe (MTL) involvement is assessed by structural MRI and CT to
improve diagnostic certainty®®. For some selected individuals PET or CSF data
is also available®®-!. After the neurologist’s and neuropsychologist’s clinical
examination made by the neurologist, a consensus-based diagnosis is reached by

a multi- disciplinary team (neurologist, neuropsychologist, social worker).

Since January 2015 all new and follow-up patients attending the FACE-MU
who are able to collaborate and understand instructions, undergo a complete a
neuro-ophthalmological history and examination always by the same
optometrist, before reaching the definite clinical diagnosis. The assessment
includes (i) ophthalmological history, (ii) best-corrected visual acuity
assessment by subjective refractometry using the Early Treatment of Diabetic
Retinopathy Study (ETDRS) chart, (iii) slit lamp examination was only used if
the optometrist consid- ered that biomicroscopy/ophthalmoscopy would be
useful based on the medical history or on any unexpected finding seen in OCT
scans, (1v) intraocular pressure measurement by Icare tonometry (v) and spectral
domain OCT examination.

The optometrist and neurologist were blinded to all data from each other

evaluation.
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Optical Coherence Tomography.  Patients were imaged with a 3D-OCT
Maestro®, Fast Map software ver- sion 8.40 (Topcon Co. Tokio, Japan) to
assess macular and optic disc regions. Importantly, no pupil dilatation was
required because of high resolution Bscan mode which also allows to get also
CScan confocal imaging through the EnFace software. The OCT capture is

combined with a real color fundus picture obtained through an internal camera.

Retina layer segmentation was performed using the TABS (Topcon Advanced
Boundary SegmentationTM) algorithm as part of the Fast Map software. TABS
provide accurate and consistent measurements on retina images, improving
reproducibility and accuracy together with great stability in performance across
blood vessel shadows and it has proved effectiveness in ophthalmological
diseases’7!. It also provides multi-layer delineation in one aggregate operation
including the internal limiting membrane (ILM), nerve fiber layer (NFL),
ganglion cells layer (GCL) boundary, inner plexiform layer (IPL), inner nuclear
layer (INL) boundary, retinal pigment epi- thelium (RPE) and Bruch’s
membrane (BM). NFL (from ILM to NFL/GCL), GCL+ (from NFL/GCL to
IPL/GCL) and total retinal thickness (from ILM to RPE) was automatically
generated by TABS. RNFL parameters evaluated in this study were average or
mean overall thickness (360° measurement), temporal quadrant thickness (316—
45°), superior quadrant thickness (46—135°), nasal quadrant thickness (136—
225°) and inferior quadrant thickness (226-315°). For this study, OCT data was
only analyzed from one eye (right). After finishing a OCT imaging session, the
same optometrist screened all images searching for abnormalities and sent all
images to a consultant ophthalmologist, an expert in retinal pathology, who

reviewed them all, one by one and made a diagnostic report.

Eligibility criteria. Patients were included if they were between 50 and 95 years

of age and met control, MCI or AD diagnostic criteria described in continuation.
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The control group was defined by (a) absence of significant symptoms (CDR =
0) and (b) a normal age, gender, and education-adjusted performance on
NBACE®%4, The MCI group was defined by (a) meeting Petersen criteria for
amnestic MCI’? and (b) absence of significant signs of cerebrovascular or
psychiatric disease. The last criterion was applied as described in previous
publications®” to increase the probability of AD etiology. All subjects in the
AD group met National Institute of Neurologic and Communicative Disorders
and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA) criteria for probable AD’+. Note that the chosen inclusion criteria
require the absence of other diseases capable of producing similar symptoms,
resulting in a study cohort with high probability of “pure” AD etiology. In other
words, patients with MCI or dementia and signs of non-AD etiologies (even if
AD was also thought to be present, such as in cases of mixed AD and non AD
etiology) were excluded to avoid confounding effects on the analysis of the

relationship between RNFL thickness and AD-spectrum groups.

Patients were excluded if they could not understand or collaborate in the neuro-
ophthalmological evalua- tion, if there was only data obtained from the left eye
or presence of OCT artifacts or diseases that could affect OCT measurement
such as glaucoma, maculopathies, neuropathies, prior retinal surgery, an
intraocular pres- sure > 24 mmHg, high myopia (<—6Dp), or hyperopia
(>+6Dp), congenital abnormalities of the optic nerve. These excluded patients
usually have low OCT signal strength but this parameter was not an exclusion

criteria by itself.

Ethical considerations. This study and its informed consent were approved by
the ethics committees of both the Hospital Clinic I Provincial and the Hospital
Vall D’Hebron, (Barcelona, Spain) in accordance with Spanish biomedical laws
(Law 14/2007, July 3rd, about biomedical research; Royal Decree 1716/2011,

November 18th) and followed the recommendations of the Declaration of
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Helsinki. All the participants signed the informed consent.

Statistical analysis. Statistical analyses were performed using IBM SPSS 20
(SPSS Inc., Chicago, IL) and according to APOSTEL guidelines’>. All data were
examined for normality, skew, and restriction of range. All quantitative
variables were normally distributed (Fig. 3). The results are presented as mean +
SD for quantitative variables, range and number and percentage for categorical

variables.

Chi-Squared test and parametric Student t-test were used to compare the
demographic characteristics, clinical diagnoses and OCT measurements. The
primary analysis of the study, assessing differences in the RNFL between
subgroups adjusted by age, education, gender and image quality was tested with
ANCOVA, with mean overall RNFL or sector-specific RNFL thickness (the
sectorial areas were included in the same multivariate analysis, according to its
correlated profile), as dependent factors and clinical groups as independent
factors (three catego- ries). Age, gender, years of education and OCT image
quality were included in the model as adjustment variables. Eta2 was calculated
for every factor of the model, obtaining the explained variance of all the

predictors. A significant effect was considered when p < 0.05.

Data Availability Statement

The datasets generated during and/or analysed during the current study are

available from the corresponding author on reasonable request.
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Building on previous studies that report thinning of the macula in
Alzheimer’s disease (AD) and mild cognitive impairment (MCI)
patients, the use of optical coherence tomography (OCT) has been
proposed as a potential biomarker for AD. However, other studies
contradict these results.

A total of 930 participants (414 cognitively healthy people, 192 with
probable amnestic MCI, and 324 probable AD patients) from a memory
clinic were consecutively included in this study and underwent a
spectral domain oct scan (Maestro, topcon) to assess total macular
volume and thickness.

Macular width measurements were also taken in several subregions
(central, inner, and outer rings) and in layers such as the retinal nerve
fiber (RNFL) and ganglion cell (CGL). The study employed a design of
high ecological validity, with adjustment by age, education, sex, and oct
image quality.

AD, MCI, and control groups did not significantly vary with regard to
volume and retinal thickness in different layers. When these groups
were compared, multivariate-adjusted analysis disclosed no significant
differences in total (p =0.564), CGL (p =0.267), RNFL (p =0.574), and
macular thickness and volume (p =0.380).

The only macular regions showing significant differences were the
superior (p = 0.040) and nasal (p = 0.040) sectors of the inner macular
ring. However, adjustment for multiple comparisons nullified this
significance.

These results are not supporting existing claims for the usefulness of
macular thickness as a biomarker of cognitive impairment in a memory
unit. oct biomarkers for AD should be subject to further longitudinal

testing.
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The diagnosis of Alzheimer’s disease (AD), The most frequent
neurodegenerative disease, requires clinical diagnostic criteria which do not
get to differentiate this disease accurately from other causes of demential.
Before dementia phase is established, cognition problems develop in a slow
but progressive way, and can interfere limitedly in daily activities. This
prodromal stage, called mild cognitive impairment (MCI), is a clinically
heterogeneous syndrome and a consequence of different etiologies. Its

definition has expanded in recent years>*.

MCI symptoms can also be stable for many years or even disappear;
however, it is clear that the amnestic and multidomain MCI raises the
progression risk to AD>. It is complicated to make a correct diagnosis of
AD, espe- cially in its MCI stage; therefore, the search for low-cost and
innocuous biomarkers is important”. Even when a set of biomarkers have
been approved and incorporated into the new clinical diagnostic criteria®?,
most demonstrate suboptimal test precision and involve either prohibitive
costs or substantially invasive processes!®-!1.

The retina is a part of the central nervous system (CNS). with shared
embryological origins. Unmyelinated axons of neurons in the ganglion cell
layer (CGL) build the retinal nerve fiber layer (RNFL). These fibers

continue as the optic nerve into the brain.

Optical coherence tomography (OCT) is a cheap, efficient and noninvasive
transpupillary technique that facilitates objective in vivo retinal
quantification'?. OCT is utilized regularly in clinical ophthalmology to
assess retinal integrity and is a promising tool for neurological investigation
because of its high correlation with a number of visual electrophysiological
tests'14 and considerable reliability in a wide range of neurological

pathologies!>1¢.
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Visual symptoms such as impairment of both contrast and color sensitivity
and perception of motion and depth are regularly observed in AD and other
neurodegenerative conditions!'”-!8. They are typically considered a
consequence of damage to associative visual cortical areas!®2; however,
there is growing evidence that neuroret- inal involvement may also be a
contributing factor?!, and this has generated interest in the quest for retinal
AD biomarkers?>?3. A significant number of postmortem pathological
studies have outlined RNFL and GCL reduc- tion in AD patients?+2>,

although others have provided divergent results?®.

Retinal thinning is found in AD and many other CNS conditions, including
neuromyelitis optica, Parkinson’s disease?’?%. One hypothesis highlights that
it is a consequence of retrograde degeneration of the axons of the CGL or
the typical pathological deposits of Alzheimer’s Disease in the retina.
Indeed, initial histological studies?** have not identified neurofibrillary
tangles or beta-amyloid plaques in AD patients’ retina. However more
recent studies state to have found them?-%. The macula contains most of the
retinal neurons’ bodies, and therefore, macular volume evaluation may
determine neuronal loss, showing if and how the neurodegeneration is
taking place. Controls appear to have a higher macular volume than AD but
lower relative to amnestic MCI3!. Gliosis or inflammation in the prodromal

phase of AD might be a possible explanation for this finding.

Studies on macular thinning are not fully conclusive because of their small
sample size, significant heterogeneity in their methods**34, and divergent
results. Compared with cognitively healthy persons, most studies provide
evidence of macular volume and thickness reduction in people with
cognitive impairment (either MCI or AD), affecting primarily either the
inner and outer rings>-> or the foveal>. With one exception’!, people with

AD show a larger reduction in macular thickness than those with MCI in
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articles cited earlier. Macular layer segmentation reveals CGL and RNFL
atrophy in people with AD and is associated with disease severity*® and
axonal damage. However, recent studies do not provide evidence of retinal
thinning in the macula3’-38 and the optic disc?*4.

The goal of this paper is to assess the clinical usefulness and viability of the
analysis of all main macular parameters obtained through OCT automatic
segmentation in the differentiation of controls, MCI, and AD in the work

routine of a memory unit (MU).

Results

A total of 3,930 people attending a MU participated in this study. Ninety
percent of them were given a clinical diagnosis. The selection algorithm’ s
details is depicted in Fig. I. An amount of 955 participants were excluded
because of several eye diseases. Among them, the most prevalent*! were

glaucoma (30,6%) and degenerative maculopathy (30,3%).

A total of 930 subjects were deemed to meet all the inclusion criteria and
none of the exclusion criteria: 414 people were allocated to the control
group, 192 to the MCI one, and 324 to the Alzheimer’s Disease group. Their
demographical features are shown in Table 1. Cognitively healthy persons
were the youngest and demonstrated the greatest educational attainment.
They showed the best Mini-Mental State Examination (MMSE) scores as
well. The MCI patients were younger and had better MMSE scores than the
AD group.

Each covariate’s contribution to mean retinal thickness variance is
summarized in Table 2. The key factor explaining the variability of macular
thickness was age, which demonstrated a greater effect size and correlation
than the diagnosis itself. OCT image quality did not significantly affect

macular thickness variability among diagnostic groups.
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We analyzed several macular parameters: mean thickness and volume
(Table 3), thickness of macular layers (Table 4), and ETDRS sectors (Table
5). A box plot for macular variables was shown: total thickness (Fig. 2A),
CGL thickness (Fig. 2B) RNFL thickness (Fig. 2C) and volume (Fig. 2D).
Given the demographic differences among groups, we adjusted all macular
variables in a multivariate model, including the next covariates: age,
education, gender and OCT image quality. No significant differences in
total (p = 0.564), CGL (p = 0.267), RNFL (p = 0.574), and macular
thickness and volume (p = 0.380) were identified among diagnostic groups.
Macular thickness was also compared regionally using Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS)—defined areas*. The superior (p =
0.040) and nasal (p = 0.040) sectors of the inner macular ring were the only
macular regions showing significant differences among groups. The effect
size was modest: the width of controls was only about 4 um higher than the
AD patients in both variables. However, significance disappeared after

adjustment for multiple comparisons.

Discussion

We have conducted a cross-sectional study about differences in macular
measurements in healthy controls and MCI and AD dementia groups,
employing a large sample of varied ages, cognitive stages, and metabolic
diseases to improve its ecological validity. The only requisite to allow
participant with a particular disease into the study was that it did not alter
retinal structure or cause OCT artifacts. For example, diabetic patients were

permitted as long as they did not have diabetic retinopathy.
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With OCT examination
01 Jan 2015 - 30 Jun 2016

(n=3,930)

Without clinical diagnosis
(n=394)

With clinical and
ophthalmological protocol

(n =3,536)

With exclusion criteria
(n=2,606)
* Other dinical diagnoses (n= 1,389)
* Ophthalmological comorbidities (n = 955)
+ Other exclusion reasons (n = 262)

With diagnostic criteria

(n=930)

Control mcl AD
(n =414) (n=192) (n = 324)

Control: Healthy Cognitive Controls;
MCI: Amnestic probable Mild Cognitive Impairment;
AD: Probable Alzheimer’s Disease

Figure 1. Patient selection and study cohort flowchart. Eligible population and selection of the
study sample for this study through inclusion and exclusion criteria. Figure 1 was published previously
in https://www.nature. com/articles/s41598-018-34577-3.pdf.
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Intergroup
Mean  SD Significance
Control 10.96 |4.13
Education (years) MCI 7.00 4.32 <0.001F
IAD 6.14  14.08
Total 8.46 4.72
Control 65.93  9.01
Age (years)  MCI 76.46  [7.14 <0.001%
IAD 78.99 |7.87
Total 73.05 |10.23
Control 29.29 |1.00
MMSE (points) MCI 25.14 297 <0.001%
IAD 20.28 3.98
Control 47.81 [7.57
OCT Image Quality MCI 4459 8.23 <0.001F
(%) IAD 43.23  |10.33
Total 4541  9.09
Control 67.7%
Gender (% women) [MCI 56.2% <0.001%
IAD 74.0%
Total 67.8%

Table 1. Baseline demographics. Demographic features including age, gender, education, MMSE
scores, and OCT quality image among groups are summarized. All the analyzed characteristics were
significantly different among diagnostic groups. *Pearson’s chi? test; *1-factor ANOVA; Table I was
published previously in https:// www.nature.com/articles/s41598-018-34577-3.pdf.
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Covariate Significance D.f. | partial Eta2
Education 0.859 1 0.000
Gender 0.053 1 0.004
Age 0.0001 1 0.070
OCT image quality [0.639 1 0.000
Diagnosis 0.564 2 0.001

Table 2. Contribution of every covariate to variance of the macular thickness. Correlation

between demographical and ophthalmic covariates with the dependent variable is shown. D.f.: degrees

of freedom.
Group (N) Mean SD Mean3a |SEM
Mean macular thickness p = 0.482
Control (414) 27528 |13.95 271.52aa |0.87
MCI (192) 270.66 |15.24 2725128 | 1.18
AD (324) 267.09 |17.76 270.832a | 0.94
Macular volume p = 0.380
Control (414) |7.78 0.39 7.68aa 0.02
MCI (192) 7.65 0.43 7.70aa 0.03
AD (324) 7.54 0.51 7.65aa 0.03

Table 3. Mean macular thickness and volume differences among diagnostic groups. Raw and
adjusted mean overall total macular thickness (um) and volume (um?3), standard deviation (SD), and
standard error of the mean (SEM). After a multivariate adjustment (??), no significant differences
among diagnostic groups were detected. Dispersion data are shown as SEM. SD: standard deviation;
Aafter adjustment; SEM: standard error of the mean; p: significance; AD: Alzheimer’s disease;
MCI: mild cognitive impairment.

| (2020) 10:1580 | https://doi.org/10.1038/s41598-020-58399-4

123



www.nature.com/scientificreports/

Variable Mean |[SD Mean32 |SEM

Ganglion cell layer width p = 0.267

Control (414) | 64.11 5.38 62.59aa |0.33
MCI (192) 62.68 6.27 63.51aa [0.42
AD (324) 61.58 6.55 63.05aa |0.36

Mean macular RNFL width p = 0.574

Control (414) 37.91 4.56 37.22aa  |0.32
MCI (192) 36.30 6.01 36.673a | 0.41
AD (324) 36.11 6.62 36.79aa | 0.35

Table 4. Mean macular layer differences among diagnostic groups. Raw and adjusted mean overall
total macular thickness (um), standard deviation (SD), and standard error of the mean (SEM). After a
multivariate adjustment (®), no significant differences among diagnostic groups were detected.
Dispersion data are shown as SEM. SD: standard deviation; ®?after adjustment; SEM: standard error
ofthe mean; p: significance; AD: Alzheimer’s disease; MCI: mild cognitive impairment.

Group (N) Mean SD Meand32 |SEM

ETDRS Center p = 0.735
Control (414) |247.82 |22.52 246.292a  1.48

MCI (192) 246.76  |25.59 246.892a 1191
AD (324) 243.19 ]30.03 245.082a | 1.61
ETDRS Inner-Temporal p = 0.125

Control (414) 29992 |16.03 296.04a2 | 1.10
MCI (192) 293.86 |19.97 295.302 | 1.42
AD (324) 288.50 |23.59 292.702 | 1.20

ETDRS Inner-Superior p = 0.040
Control (414) |312.45 |16.22 307.812a | 1.12
MCI (192) 306.04 |20.08 308.212a | 1.44
AD (324) 299.45 24.29 304.122a  |1.22

ETDRS Inner-Nasal p = 0.040
Control (414) |313.25 |17.30 309.432a | 1.14
MCI (192) 306.00 |21.21 307.532a | 1.47
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AD (324) 300.75 |23.35 304.7422 | 1.24

ETDRS Inner-Inferior p = 0.095
Control (414) |309.88 |16.22 305.442a | 1.12
MCI (192) 303.72  |20.36 305,7022 | 1.44
AD (324) 297.71 |24.06 302.242a  |1.22
ETDRS Outer-Temporal p = 0.683
Control (414) 25295 [16.95 249.782a | 1.05
MCI (192) 248.50 |18.13 249.81aa | 1.35
AD (324) 24524 120.85 248.542 | 1.14

ETDRS Outer-Superior p = 0.306
Control (414)|268.68 | 14.84 264.592a  10.94

MCI (192) 26431 |17.20 266.512a | 1.24
AD (324) 260.31 [20.01 264.252 | 1.05
ETDRS Outer-Nasal p = 0.397
Control (414) 28541 [17.711 281.182a | 1.04
MCI (192) 281.28 [18.226 283.61aa | 1.34
AD (324) 278.55 20.230 282.6022 | 1.13
ETDRS Outer-Inferior p = 0.819
Control (414) |258.07 [14.391 254.6222  0.95
MCI (192) 253.72  16.979 255.578a | 1.23
AD (324) 251.43 |19.813 254.782a | 1.04

Table 5. Macular sectors’ (ETDRS regions) thickness differences among diagnostic groups. Different
raw and adjusted macular thickness (um), standard deviation (SD), and standard error of the mean
(SEM). After a multivariate adjustment, significant differences between diagnostic groups have
appeared in the superior and nasal areas of the innerring. After a correction for multiple comparisons,
no significant differences among diagnostic groups were detected. Dispersion is shown as

SEM.
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Our data show that the differences on macular quantifications between
controls and AD patients are so small that such changes are less than both
the intraindividual reliability of the technique and the age effect. (For
example, mean macular thickness has less than 1 um difference after
adjustment.) Therefore, the use of macular thickness as a biomarker in a

memory unit might not be sufficiently reliable so far.

Most patients were able to collaborate during OCT performance. The
study’s sample size was one of the largest collected so far. Our study results
contrasted with some previous works that found significant differ- ences in
macular thickness and volume between cognitive groups. Older literature on
this matter had not provided solid conclusions so far. While some research
suggested that macular thinning might correlate with cognitive
diagnoses?>¥, recent studies did not evidence any significant macular
thickness reduction®’384344 even using amyloid-proven status to confirm
diagnoses’’. One study even noted an increase in foveal thickness and
volume in AD?. Our study showed a more prominent reduction in the
macula’s inner ring than in the outer ring and not vice versa as was noted in
a recent meta-analysis32. Pertinent to our findings may be the fact that the
inner ETDRS zones contained more neurons; thus, neurodegeneration was
expected to be most prominent there. The reduction did not demonstrate
statistical significance adjusted by multiple comparisons. Contrary to other
investigations®, our study did not identify any significant reduction in other

macular layers such as RNFL or CGL.

The discrepancies observed in our data compared with previous literature
could be related to several con- founders. In the first instance, meta-analysis
had evidenced heterogeneity in study design and in the clinical diagnosis of
MCI and AD. Most previous studies were underpowered sample sizes and

case-control designs where participants were prominently selected??-4,
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Only one eye per patient was included in some studies, while others
included both. In addition, several OCT techniques and brands were used.
Participant inclusion in most of former literature was not consecutive, and
researchers were not blinded to the clinical diagnosis before OCT was
performed, risking bias and overestimation of test accuracy*%+’. Clinical
criteria provided the basis for some studies, while others were supported by
biomarkers. Furthermore, publication bias is identified, with an overrep-
resentation of smaller positive studies??, possibly leading to the true effect’s

overestimation.

To avoid bias, first, we consecutively included every patient between 50 and
95 years of age who attended the MU no matter their cognitive picture and
formal education. We used a standardized protocol for diagnosis that
included extended neuropsychological test battery and neuroimaging
procedures. The neurologist and optometrist were blinded to all actions

executed on the same participant by their counterpart.

Second, probably given the difficulties inherent in recruiting cases and
controls with extreme ages (old cogni- tive controls and young people with
dementia), the assessed age range in existing studies was significantly
limited (between 70 and 80 years in average). Cognitive impairment taking
place at extreme ages was therefore not con- sidered, although it was well-

established that rates of cognitive decline varied according to the age*®.

Third, AD and glaucoma were comorbid pathologies and shared
mechanisms of pathophysiology with the same final result: retinal
neurodegeneration®. It was therefore not easy to differentiate retinal
changes due to AD from those caused by glaucoma. A similar dynamic was
observed between AD and macular degeneration, another disease associated

with age.
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Almost a quarter of eligible subjects in our cohort were not included
because of ophthalmological comorbidities, primarily glaucoma and
macular degeneration. Since these retinal pathologies also affected retinal
thickness, the establishment of OCT as biomarker in a standard cognitive
healthcare could be difficult or even unfeasible for a relatively large

proportion of elderly subjects.

Factors that can significantly affect cognitive results, such as educational
achievements or OCT image quality, were rarely considered in previous
papers. Our study tested education, age, sex, and OCT image quality as
covariates and demonstrated that age appeared to have the greatest influence
in macular thickness variability. OCT signal strength was not an influential

covariate in the macula, unlike in the optic disc*.

A few limitations of our study should be acknowledged. On one hand, our
model’s covariates could not be enough to control intergroup variability due
to potential eye confounders, such as axial length and optic disc area that
have not been considered*’. On the other hand, the study elicits only cross-
sectional results, so we are not able to draw any substantive conclusions
about how macular thinning can evolve. We are considering a longitudinal
study to clarify the dynamics of macular thickness.

Many other OCT findings, including alterations in vascular layer and
network, have been highlighted and could be relevant biomarkers for AD
classification and progression’!'-33. In fact, successful retinal AD biomarkers
might only be discovered after the integration of both neuroretinal and
retinovascular in a composite biomarker. Advances in both OCT technology
and inclusion of positron emission tomography (PET) and cerebrospinal
fluid (CSF) biomarkers to ameliorate diagnostic certainty>*> and to confirm
the sensitivity and specificity of OCT could provide a greater insight into

the relationship between brain pathology and retinal features.
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CGL Macular Thickness (um)

Total Macular Thickness (um)

Control Mcl AD Control McCl AD

Total Macular Volume (pm?)

RNFL Macular Thickness (pum)

Control mcl AD Control mcl AD

Figure 2. Macular parameters for each diagnostic group. This box plot represents the macular
parameter for each diagnostic group (control, MCI, AD). No differences have been found among the
three clinical categories. The bottom and top of the box are the first and third quartiles, and the
band inside the box represents the median. AD: Alzheimer’s disease; MCI: mild cognitive
impairment. (A) Macular Thickness (Total). (B) Macular Thickness (CGL). (C) Macular
Thickness (RNFL). (D) Total Macular Volume.
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Methods

Participant selection and characterization: the NORFACE cohort. The
Neuro-Ophthalmology Research at Fundaci6 ACE (NORFACE) cohort was
established in 2014 to facilitate research in retinal biomarkers of AD and
interrogate  the  thought-provoking  relationships  between  retinal
pathophysiology and AD. Recruitment of participants is prospective and
consecutive from Fundaci6 ACE-Institut Catala de Neurociencies
Aplicades’s Memory Clinic in Barcelona, Spain. Standardized
neuropsychological and medical examinations’%>’7 are used in a
multidisciplinary approach to diagnose and care for patients with

neurodegenerative diseases>®.

As part of routine medical care and diagnostic workup, blood screening for
syphilis, serum vitamin B12 and folate levels, and liver, renal, and thyroid
functions are performed. Additionally, neuroimaging with structural brain
MRI or head CT are employed to improve diagnostic certainty. These tests
are followed by a clinical and neuropsychological examination and then
reviewed by a multidisciplinary team to arrive at a consensus-based

diagnosis>®.

As part of the NORFACE cohort, each patient undergoes a complete neuro-
ophthalmological interview and examination done by an optometrist. The
assessment includes review of the ophthalmological history, visual acuity
assessment, intraocular pressure measurement, and spectral domain OCT
examination. The optometrist and neurologist have been blinded to each

other’s evaluation data.
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Optical coherence tomography. Macular measurements were assessed by
imaging patients with 3D-OCT Maestro , Fast Map software version 8.40
(Topcon Co., Tokyo, Japan). Importantly, the availability of high-resolution
B-scan mode made pupil dilatation unnecessary. The OCT capture was

merged with a real-color fundus picture captured by an internal camera.

The Topcon Advanced Boundary Segmentation (TABS) algorithm was
employed to carry out automatic retina layer segmentation®. TABS has
proven efficacious in treating ophthalmological diseases by providing
accurate and consistent measurements of retina images across blood vessel
shadows. Automatic segmentation seems to be less precise but more
repeatable than manual one and this is an important issue in massive
screening studies®®. Macular thickness data were also shown in three
concentric rings (ETDRS map) centered on the foveola. These were situated
like this: a central macular ring, 1 mm from the fovea; an inner macular
ring, 3 mm from the fovea; and an outer macular ring, 6 mm from the fovea.
The inner and outer rings were each composed of four quadrants (superior,
inferior, nasal, and temporal). Macular data were segmented in RNFL and

CGL.

OCT data from only one eye (right) were analyzed for this study. The same
optometrist screened all images for possible abnormalities after each OCT
imaging session. Cases with abnormal findings were then reviewed by a
consultant ophthalmologist who specialized in retinal pathology for a

diagnostic report.

Eligibility criteria. All individuals between 50 and 95 years of age
consecutively evaluated at Fundaci6 ACE’s Memory Clinic who fulfilled
the control, MCI, or AD diagnostic criteria described below were con-

sidered eligible for inclusion in the study. The control group was selected
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for (a) the absence of significant symptoms (CDR = 0) and (b) having a
normal age, gender, and education-adjusted performance on the
Neuropsychological Battery of Fundaci6 ACE (NBACE)%57. The MCI
group participants were required to (a) meet the Petersen criteria for
amnestic MCI®' and (b) demonstrate an absence of significant signs of
cerebro- vascular or psychiatric disease. The last criterion was imposed to
heighten the probability of AD as the underlying etiology for MCI®2. The
AD group was exclusively composed of subjects who met the National
Institute of Neurologic and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association (NINCDS-
ADRDA) criteria for probable ADS%. Importantly, these inclusion criteria
ensured the absence of other diseases capable of producing similar
symptoms, thereby yielding a study cohort with high probability of “pure”
AD etiology.

Patients were excluded from the study if they were unable to understand or
collaborate in the neuro-ophthalmological evaluation, if there was only data
derived from the left eye, or if there was the presence of OCT artifacts or
diseases that might affect OCT measurement such as retinal or ocular

diseases.

Ethical considerations. The ethics committees of both the Hospital Clinic I
Provincial and the Hospital Vall D’Hebron (Barcelona, Spain) approved this
study and its observation of informed consent protocols in accord- ance with
Spanish biomedical laws (Law 14/2007, July 3, about biomedical research;
Royal Decree 1716/2011, November 18) and the guidelines set out in the

Declaration of Helsinki. All participants signed the informed consent forms.
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Statistical analysis. Statistical analyses were carried out using IBM SPSS
20 (SPSS Inc., Chicago, IL) and in conformity with APOSTEL guidelines®*.
All data were tested for normality, skew, and restriction of range. All quantitative
variables followed a normal distribution. The results of quantitative
variables were presented as mean + SD, while categorical variables were

displayed by range, number and percentage.

The demographic attributes, clinical diagnoses, and OCT measurements
were compared using the chi-squared test and parametric Student t-test. The
differences in macular parameters between subgroups adjusted by age,
education, gender, and image quality were tested using ANCOVA, with the
different variables of macular thickness and volume as dependent factors
and clinical groups as independent factors (three categories). Age, gender,
years of education, and OCT image quality were factored into the model as
adjustment variables. All the predictors’ explained variance was derived by
calculating eta? for each factor of the model. The threshold for a significant

effect was set at p < 0.05.

Data availability

The data sets generated or analyzed during the current study are available

from the corresponding author upon reasonable request.
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RESULTADOS

6.3. OTROS RESULTADOS

6.3.1. CORRELACION INTRACLASE (CIC)

Tabla 5. CIC de las variables retinianas estudiadas en el ojo derecho.

INTERVALO
CONFIANZA

Limite Limite
VARIABLE RETINIANA CiC inferior superior
Grosor RNFL peripapilar 0,82 0,69 0,9
4 TEMPORAL 0,91 0,84 0,95
4 SUPERIOR 0,86 0,75 0,93
4 NASAL 0,69 0,48 0,83
4 _INFERIOR 0,82 0,69 0,9
MACULA
ETDRS_Centro 0,92 0,85 0,95
ETDRS_Int.Temporal 0,94 0,88 0,97
ETDRS_Int.Superior 0,94 0,89 0,97
ETDRS_Int.Nasal 0,93 0,88 0,96
ETDRS_Int.Inferior 0,94 0,9 0,97
ETDRS_Ext.Temporal 0,84 0,72 0,91
ETDRS_Ext_Superior 0,9 0,81 0,94
ETDRS_Ext_Nasal 0,9 0,81 0,94
ETDRS_Ext_Inferior 0,97 0,95 0,99
ETDRS promedio 0,95 0,91 0,97
Volumen macular 0,95 0,91 0,97
Retina total
RNFL macula 0,9 0,82 0,95
GCL macula 0,98 0,97 0,99
Neurorretina macula 0,95 0,91 0,97
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6.3.2 META-ANALISIS

AD Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean SD Total Weight IV, Random, 95% CI IV, Random, 95% C|
Ascaso 2014 6496 1671 36 103.1 8.04 82 5.7% -38.14 [-43.87, -32.41]
Berisha 2007 85.5 7.4 9 938 10.4 8 5.0% -8.30 [-16.98, 0.38] —
Chi 2010 93.18 1136 12 99.44 888 17 5.3% -6.26 -13.95, 1.43] ——
Garcia-Martin 2014 88.6 20,5 20 89.2 209 28 43%  -0.60([-12.46, 11.26] B E—
Gharbiya 2014 96.8 69 42 959 85 42 6.0% 0.90 [-2.41, 4.21] .
Gunes 2014 84 7 40 107.1 6.3 40 6.1% -23.10[-26.02, -20.18] -
Iseri 2006 87.46  23.78 28 113.16 6.72 30  4.9% -25.70[-34.83,-16.57] S
Kang 2013 80.44 1673 16 925 98 16  4.8% -12.06[-21.56, -2.56] R —
Kesler 2011 84.7 106 52 943 113 38 5.9% -9.60(-14.21,-4.99] -
Kirbas 2013 65 6.2 80 75 38 80 6.2% -10.00[-11.59,-8.41] -
Kromer 2014 105 17 42 101.8 10.7 42 5.6% 3.20 [-2.87, 9.27] T
Larrosa 2014 97.55 14.12 151 100.55 1299 61  6.0% -3.00 [-6.96, 0.96] -
Moreno-Ramos 2013 94.5 22 20 108 22 20 6.2% -13.50[-14.86, -12.14] -
Paquet 2007 83.4 7.19 52 1022 1.8 30  6.2% -18.80([-20.86, -16.74] -
Parisi 2001 59.5 16.7 17 99.9 895 14  4.9% -40.40[-49.62,-31.18] ———
Polo 2014 97.4 112 75 99.21 99 75 6.0% -1.81[-5.19, 1.57] -
Sanchez 2017 97.947 16.4918 703 95.926 17.9412 340 6.2% 2.02 [-0.24, 4.28) ™
Zhu 2014 90.7 15.8 10 96.7 9.6 167 4.8% -6.00 [-15.90, 3.90] T
Total (95% CI) 1405 1130 100.0% -11.57[-15.99, -7.15] <&
Heterogeneity: Tau’ = 81.25; Chi* = 518.80, df = 17 (P < 0.00001); I’ = 97% 5_50 _255 P 255 50’
Test for overall effect: Z = 5.13 (P < 0.00001) AD Controls

Figura 12. Meta-analisis que incluye los resultados del estudio NORFACE.

El meta-andlisis incluyé un total de 2535 ojos evaluados, 1405 ojos de
pacientes con demencia tipo EA y 930 ojos de controles cognitivos (figura 12).
Los resultados del meta-analisis arrojaron una reduccion de 11,57 micras ( IC
95% -15,99 a -7,15 micras). La heterogeneidad fue muy elevada: tau’=81,25%
chi’=518,80 df=17 (p=0,00001) , I>=97%. El test de efecto general : Z=5,13
(p<0,00001)

Este meta-andlisis s6lo rebajo en 1 micrémetro el tamafio del supuesto
adelgazamiento reportado en el meta-andlisis de partida (330) pero no puso en
entredicho el papel discriminador entre fenotipos cognitivos que la mayoria de
estudios otorgan al grosor de la RNFL peripapilar.

La heterogeneidad que mostraban los estudios componentes se debe a que se
analizaron estudios que incluian distintas tecnologias de OCT (siete tenian
TD-OCT y once, SD-OCT), distinta forma de seleccionar los ojos estudiados
(seis incluian los dos ojos como sujetos independientes, ocho sélo uno y tres
una mezcla o no lo reportaban). Esto obligd a calcular los resultados con el
modelo de efectos aleatorios (random effects) en vez de fijos (fixed effects) lo
cual penaliz6 severamente el peso de nuestro estudio. De hecho, tuvo un peso
similar al de estudios con disefio mas sesgado y con tamaino muestral mucho

menor.
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La evidencia cientifica de este meta-andlisis es baja por los defectos
metodologicos y la alta heterogeneidad en las series incluidas en este estudio.

También se ejecutd un grafico de embudo (funnel-plot). En el eje vertical esta
la precision en base al error estdndar y en el horizontal el tamafio de efecto
medido como SMD (desviaciéon media estdndar). Se confirm6 que existia un
sesgo de publicacion tal que no se estaban publicando los estudios que no
mostraban efecto, esto es aquellos que no ven diferencia de grosor entre
controles y pacientes con demencia (los estudios negativos). También se
comprobd que los estudios mas precisos (mds cerca de 0 en el eje Y) eran los
que habian dado resultados negativos. Concretamente, el nuestro fue el que

mayor precision mostraba (figura 13).

. MD)
U‘FSUS

0.4+ d

0.6

0.8
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Figura 13. Grafico de embudo de nuestro meta-analisis (en rojo nuestro estudio).

Podemos concluir que el grado de evidencia de este meta-analisis es bajo, toda
vez que la heterogeneidad es muy alta (disefios diferentes, marcas muy diversas
(Zeiss, Heidelberg, Topcon) y tecnologias (SD-OCT, TD-OCT). Muchos de los
estudios no son comparables, y ademés podria existir un sesgo de publicacion
que beneficiaria a los estudios positivos, los iniciales, exploratorios, de menor
tamafio muestral que no estaban adecuadamente enmascarados y tenian disefo

caso-control.
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6.3.3. SUBESTUDIO CON BIOMARCADORES DE PET DE AMILOIDE

Tabla 6. Edad de los grupos cognitivos segun su estatus amiloide.

EDAD p=0,31

CONTROL CONTROL DCL DCL EA LEVE
PET+ PET- PET+ PET- PET +
N 16 83 14 7 9
MEDIA 74,19 76,3 76,5 76,43 78,56
DE 5,26 4,47 6,30 6,50 4,93

Tabla 7. Sexo de los grupos cognitivos en funcion de su estatus amiloide.

SEXO p=0,25

CONTROL  CONTROL DCL DCL EA LEVE
PET+ PET- PET+ PET- PET +
N 16 83 14 7 9
% Mujeres 56% 40% 40% 71% 22%

Tabla 8. Volumen macular de los grupos cognitivos segun su estatus amiloide.

VOLUMEN MACULAR p=0.90
Media DE

CONTROL PET- 7,42 0,77
CONTROL PET+ 7,42 0,7
DCL PET - 7,29 0,71
DCL PET + 7,49 0,28
EA LEVE PET+ 7,49 0,54

VOLUMEN MACULAR (um®)

CONT PET- CONTPET+  DCLPET- DCLPET + EA LEVE

CRMNWRAINNMSRWOD
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Volumen macular (p.m3)
Control PET (+) versus Control PET(-) p=0,30
DCL PET (+) versus DCL PET (-) p=0,23

Tabla 9. Grosor macular total de los grupos cognitivos segun su estatus amiloide.

GROSOR MACULAR TOTAL p=0,99

Media DE

CONTROL PET- 263,5 26,4
CONTROL PET+ 262,4 24.8
DCL PET - 2573 26,1
DCL PET + 264.,9 9,85
EA LEVE PET+ 265,1 18,9

GROSOR MACULAR TOTAL (um)

300

275 L
250
225
200
175 -
150
125
100
75
50
25

CONT PET- CONTPET+ DCLPET- DCL PET + EA LEVE

Grosor macular total (um)
Control PET (+) versus Control PET(-) p=0,40
DCL PET (+) versus DCL PET (-) p=0,38

Tabla 10. Grosor de CFNR de los grupos cognitivos seglin su estatus amiloide.

GROSOR CFNR peripapilar p=0,95

Media DE

CONTROL PET- 93,7 18,1

CONTROL PET+ 96,2 9,4
DCL PET - 95,1 24,43
DCL PET + 92,1 21,38
EA LEVE PET+ 94,6 10,35
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GROSOR CFNR peripapilar (um)

120

100
20 1 ‘ .
&0 |
40
20

o

COMT PET- CONT PET+ DCL PET - DCL PET + EA LEVE

Grosor CFNR peripapilar total (nm)
Control PET (+) versus Control PET(-) p=0,21
DCL PET (+) versus DCL PET (-) p=0,33

6.3.4. PREVALENCIA DE OFTALMOPATIAS EN LA UM

Tabla 11. Causas de exclusion oftalmolégica en cohorte NORFACE.

Glaucoma 292 (30.6) 7,4%
DMAE 289 (30.3) 7,3%
Ambliopia 135 (14.1) 3.4%
Presion intraocular >24 62 (6.5 1.6%
Cirugia retiniana 46 (4.8) 1.1%
Artefactos de OCT 39 4.1) 1.0%
Miopia magna 36 (3.8) 0.9%
Neuropatias épticas 18 (1.9) 0.5%
Daiio ocular traumaético 6 (0.6) 0.2%
Otras causas 61 (6.4) 1.6%
Desconocidas 72 (7.6) 1.8%

3930 sujetos participaron en la cohorte NORFACE. Tras aplicar todos los
criterios de exclusion salvo el oftalmolégico quedaron 1153 sujetos con los
diagnoésticos adecuados para los estudios B y C (507 controles, 243 DCL
probables y 403 EA probables). Tras aplicar los criterios de exclusién por
comorbilidad oftalmologica quedaron 930 sujetos (414 controles, 192 DCL
probables y 324 EA probables) en los que se analizaron las variables de OCT.
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Tabla 12. Demografia de edad en los grupos cognitivos. Las edades promedios

de los grupos eran significativamente diferentes.

Significacion
MEDIA DE inter-grupos
Control 65.93 9.01
EDAD DCL 76.46 7.14
(afios) EA 78.99 7.87
Total 73.05 10.23 <0.001

Tabla 13. Tratamientos oftalmologicos en NORFACE segtn grupo cognitivo.

N=1153 Cirugias Tratamientos tépicos Lentes correctoras
oftalmolégicas oculares
Control 96(23%) 121 (29%) 389 (94%)
DCL Probable 57 (30%) 55 (29%) 176 (92%)
EA Probable 99 (30%) 64 (20%) 280 (86%)

Tabla 14. Causas de exclusion oftalmoldgica segun los grupos cognitivos

Control DCL probable EA probable
(N=507) (N =243) (N=403)
Glaucoma 37 (7,3%) 22 (9%) 18 (4,5%)
DMAE 23 (4,5%) 16 (6,6%) 28 (6,9%)
Ambliopia 19 (3,7 %) 8(3,3%) 12 (3%)
Clr“g:i‘;;"s’:fes en 4(0,8%) 3 (1,2%) 4(1%)
Miopia magna 1 (0,2 %)) 2 (0,8%) 4(1%)
Neuropatias Opticas 1(0,2%) 1(0,4%) 3 (0,74%)
DeSprf;?;f‘emo 3 (0.6%) 0 (0%) 2(0,5%)
Estrabismo 2 (0,4%) 0 (0%) 0 (0%)

Tabla 15. Porcentaje de individuos en estadios GDS y CDR en NORFACE

GDS (46) % NORFACE
1 1,23%
2 16,3%
4 29.8 %
5 13 %
6 1,24 %
7 0
CDR (47) % NORFACE
0 17,53%
29.8 %
2 13%
3 1,24%
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6.3.5. ESTUDIO F

a) ANALISIS FACTORIAL

Se analiz¢ si alguno(s) de los 5 componentes principales tenian capacidad para
discernir entre los grupos clinicos conocidos con la poblacion de partida (930
sujetos: 414 controles cognitivos, 192 DCL probable, 324 EA probable).

No se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre sujetos
cognitivamente sanos, con DCL probable y demencia tipo EA probable para

ninguno de los 5 factores.

b) ANALISIS DE CONGLOMERADOS

Tras agrupar los factores generados en el andlisis factorial en conglomerados,
ninguno de estos era capaz de agrupar diferencialmente un unico fenotipo
cognitivo (sanos, DCL y demencia EA) en el modelo de tres clusteres ni de
caso-control (control versus demencia EA) en el modelo de dos. Esto es, en
cada cluster se distribuyen aleatoria y no selectivamente individuos del grupo
control, DCL y demencia tipo EA (modelo de 3 grupos) o casos y controles

(modelo de 2 grupos).

El analisis de clusteres (con 2 y 3 conglomerados) se repiti6é considerando esta
vez las 27 variables de OCT arriba descritas en vez de los factores hallados a
partir de éstas. Este analisis tampoco mostré poder discriminante alguno

(p>0,05)
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8.1. Tras la huella del Alzhéimer en la retina: promesas y controversias

El estudio de biomarcadores de retina en enfermedades neurodegenerativas
como la EA es un campo nuevo y con grandes perspectivas (111,129,188). El
biomarcador mas analizado y publicado ha sido el adelgazamiento
neurorretiniano a nivel del disco Optico y la macula. Este hallazgo ha resultado
dispar y no concluyente entre grupos de investigacion (238). La rapidez e
inocuidad de la prueba de la OCT la hace, a priori, una herramienta idonea para
su uso en una clinica de memoria pues los pacientes con EA pueden presentar
dificultad para mantener la concentracion y recordar consignas durante largas
pruebas diagnoésticas. Ademas los biomarcadores de EA mas validados en la
actualidad (78), ya sea de medicina nuclear (95,331) o de LCR (306,332) son o
muy caros (PET amiloide o tau) o muy invasivos (andlisis de LCR tras puncion
lumbar). El impulso por aclarar dichas discrepancias en la literatura e
implementar esta técnica prometedora en las enfermedades neurodegenerativas
llevé a la Fundacio ACE (296) a crear NORFACE en 2015, la cohorte de
estudio oftalmoldgico de mayor tamafio mundial insertada en una unidad de
memoria (UM).

Algunas publicaciones habian mostrado un notable adelgazamiento del anillo
neurorretiniano en pacientes con EA, que, ademds, parecia proporcional al
grado de deterioro cognitivo (157,221,235,327,333) de manera que era mayor
en DCL respecto a controles (156,221,235) pero menor que en la demencia tipo
EA.Dicho adelgazamiento también se ha correlacionado con medidas
funcionales de la via visual (209,327,334). Sin embargo, nosotros no hemos
encontrado diferencias significativas en el grosor peripapilar promedio y por
cuadrantes de la RNFL (289). Nuestros resultados van en la lineca de otros
estudios que aparecieron posteriormente a la génesis de NORFACE y que no o
apenas muestran una reduccion del grosor de RNFL peripapilar
(112,205,226,236).

Por otro lado, algunas investigaciones habian sugerido que el adelgazamiento
también ocurriria a nivel macular en la EA e incluso de manera més precoz
(158,221,237). Este grupo de trabajo estudidé en la misma cohorte las

principales areas maculares como las 9 areas ETDRS (366), el grosor de la
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capa de células ganglionares, de la RNFL y el espesor retiniano total asi como
el volumen macular total (290). Nuestros resultados tampoco apoyaron la tesis
de la neurodegeneracion a nivel macular y se alinearon con otros estudios que
han ido apareciendo en el ultimo lustro (114,238,239), alguno incluso validado
con biomarcadores de PET de amiloide (238), que niegan el decremento del
volumen y grosor maculares en la EA (113).

Nuestro estudio mostrd una leve reduccion no significativa y mas marcada en
el anillo interno de la macula y no en el externo, a diferencia de lo que se
observd en un meta-analisis reciente (234). Una explicacion puede ser que,
dado que las zonas internas de ETDRS contienen mayor densidad neuronal es
ahi donde se esperaria que la neurodegeneracion, en caso de existir, fuera mas
prominente. En cualquier caso la reduccion observada tampoco demostrd

significacion estadistica una vez ajustada por comparaciones multiples.

8.2. La necesidad de un diagndstico preciso compatible con la
anatomopatologia Alzhéimer

Los criterios de diagnostico clinico para la EA a menudo no logran diferenciar
de manera solida y precisa entre los pacientes con EA y demencia no EA (336).
De hecho, un 40% de estos ultimos presentan rasgos de patologia Alzheimer
postmortem. En las revisiones sistemdticas sobre la materia (233) se

especulaba:

a) que en el grupo control podria haber sujetos “camuflados” con EA preclinica

lo cual minimizaria las diferencias en el modelo dicotdmico caso-control.

b) sobre el porcentaje real de EA prodromica en el grupo de DCL probable,

pues eso podria condicionar a su vez las diferencias con el grupo control.

Para arrojar luz sobre estos temas, decidimos crear un subestudio en el que se
afiadiera al diagndstico clinico, uno con biomarcadores de PET de amiloide. Se
trataba de comprobar si los resultados se mantenian, y de esa manera, reforzar
la certeza biologica del estudio. Con tal fin, diseiamos 5 grupos clinicos: 99
sujetos control con florbetabén (16 PET +, 83 PET -), 21 pacientes con DCL
probable con flutemetamol (14 DCL PET +, 7 DCL PET-) y 9 demencias tipo
EA probable con el trazador florbetapir (PET +).
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En este subestudio no encontramos ninguna diferencia en las variables de disco
optico (grosor RNFL peripapilar promedio) ni macula (volumen y grosor
macular promedio) entre ninguno de esos 5 grupos. No hubo diferencias entre
grupos clinicos ni, dentro de cada diagndstico cognitivo, entre aquellos sujetos
PET positivos respecto a los negativos. Los resultados del tnico estudio de
OCT con biomarcadores de amiloidosis realizado hasta la fecha corroboran
nuestros hallazgos negativos (238).

Como limitacion a este estudio, no controlamos el efecto de la edad con el
método ANCOVA sino verificando que la edad de los 5 grupos no diferia
significativamente entre si. Los grupos fueron de conveniencia: se trataba de
sujetos que como condicion de inclusion para participar en ensayos clinicos o
proyectos de investigacion de la Fundacion ACE, requerian realizarse un PET
de amiloide. Este subestudio fue, pues, retrospectivo. Este control mas laxo de
los efectos confusores de la edad asi como el enfoque retrospectivo es una
practica habitual en la mayoria de estudios de retina y Alzheimer, como

explicaremos mas adelante.

8.3. Posibilidad de biomarcadores compuestos de variables
neurorretinianas

El siguiente paso fue explorar si estas variables que no habian mostrado
ninguna capacidad discriminante ni en el estudio prospectivo doble ciego de
elevado tamafio muestral ni en el subestudio con biomarcadores de PET
amiloide, podrian tener utilidad diagndstica combinadndose entre ellas o con
algunas otras variables de retina que no habiamos incluido en dichos analisis.
Con tal fin elegimos 27 variables de OCT que, por la literatura previa,
aparecian como prometedoras en EA y realizamos un analisis factorial para
conocer mejor la estructura interna de dichas variables. Finalmente
conseguimos reducir las 27 variables potenciales a sélo cinco componentes
principales que lograban explicar buena parte de la variabilidad (el 84%) de
aquellas. Sin embargo, ninguno de esos factores conseguia discriminar entre
los fenotipos cognitivos estudiados.

Con un estudio de conglomerados se forzaron los 930 sujetos del estudio

prospectivo en tres grupos o clisteres a semejanza del numero de grupos

153



DISCUSION

clinicos de nuestro estudio. La condicion fundamental era que dentro de ellos
hubiera la maxima homogeneidad posible y, entre ellos, la maxima diferencia.
Los controles y pacientes con DCL y EA probables se distribuyeron
homogéneamente en los 3 grupos. Posteriormente se hizo lo mismo pero con
solo dos clusteres imitando el modelo caso-control y los resultados fueron los
mismos. Sanos y pacientes con deterioro cognitivo no se diferenciaban
selectivamente en esos conglomerados estadisticos. Tal solapamiento refuerza
la conclusion de que no hay variable neurorretiniana capaz de discriminar entre

los fenotipos cognitivos estudiados.

8.4. ;En qué se basan las divergencias observadas con la literatura?

Entendemos que las discrepancias entre los resultados de NORFACE y parte
de la literatura previa pueden obedecer a varias causas. La primera es que la
RNFL y la CGL apenas se vean afectadas en la EA y, por tanto, su reduccion
(por pequenia) tampoco sea detectable facilmente. Sin embargo esta teoria tiene
debilidades pues los mayores adelgazamientos registrados en la literatura se
observaron con tecnologias mas antiguas como la OCT de dominio temporal
(TD-OCT). Sin embargo, cuando se utiliza la tecnologia de dominio espectral
(SD-OCT), mas actual y precisa, no se evidencia el adelgazamiento o de

hacerlo, es mas modesto (234).

Sesgos en el disefio. los sesgos podrian explicar estos resultados como, por
ejemplo, los de seleccion de pacientes, los de presentacion de resultados o de
no enmascaramiento. Debido a la dificultad de reclutar controles cognitivos de
edad muy avanzada o personas muy jovenes con demencia, el intervalo de edad
examinado en la literatura anterior fue muy reducido y centrado en un intervalo
de edad (entre 70 y 80 afios), en el que tanto controles como demencias pueden
aparecer frecuentemente. Sin embargo, es sabido que las tasas de deterioro
cognitivo y sus hallazgos varian segun la edad (337,338). Las edades extremas
se descuidaron en la mayoria de articulos previos. La fuente de reclutamiento
no se detallaba en algunos estudios. En otros, los sujetos de estudio eran
voluntarios sanos a los que se ofrecian (339) con el subsecuente riesgo de

sesgo (de autoseleccion o del voluntario sano).
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A menudo, los pacientes solian ser remitidos por neurdlogos, con el
diagnostico predefinido y puro de EA. Este tipo de pacientes con EA “de libro”
no son representativos de la realidad clinica pues la EA aparece mas
frecuentemente camuflada en forma de demencia mixta (57) e incluso con
sintomas atipicos. En otros trabajos se reclutaba a partir de una base de datos
historica de EA, con las limitaciones inherentes a los estudios de casos-
controles retrospectivos (340). Todo esto generd que los probandos sanos y
enfermos fueran prototipicos. Asimismo, era practica habitual que el
investigador principal y el explorador conocieran el diagnostico neurolédgico tal
que los estudios no estaban enmascarados. Esto aument6 el riesgo del sesgo del
observador (341) y de confirmacion (342).

Como nuestro objetivo era valorar la implementacion en el “mundo real” de la
técnica, buscamos un entorno ecoldgico con reclutamiento prospectivo, de
todos los sujetos que venian a la unidad de memoria sin conocer su diagnostico
de manera tal que la muestra final fuera representativa de la de una UM. Para
evitar el sesgo de la hiperseleccion o/y que nuestro estudio tuviera poca validez
externa (343), se optd por una inclusion estrictamente consecutiva. Asi, se
garantizo que en la cohorte entraran todo tipo de patologias neurodegenerativas
pero también vasculares y psiquidtricas.

Para esta tesis se analizd especificamente la etiologia Alzhéimer y no se
excluyod por la medicacion: en el grupo de demencia habia sujetos tratados con
anticolinesterasicos o/y memantina, y otros que no. También habia pacientes
con HTA, DM y dislipemia siempre y cuando estas patologias no generaran ni
leucoencefalopatia vascular o isquemia cerebral ni retinopatia diabética o
hipertensiva significativas. La edad se fij6 entre 50 y 95 anos, es decir, la
practica totalidad de los sujetos que acuden a una clinica de memoria eran
incluibles bajo el criterio edad. Ello garantiz6 edades muy diversas en la
muestra final. Y esto fue asi porque consideramos que si la OCT pretende
demostrar una utilidad sistematica en una UM deberia ser capaz de analizar
quejas cognitivas en amplias franjas etarias y con las comorbilidades diversas
asociadas al envejecimiento.

Durante la primera visita clinica, a todos se les ofrecio participar en el estudio,

con enfoque enmascarado. Ni el neurdlogo conocia su grosor retiniano ni el
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optometrista la sospecha de patologia cognitiva.

Los resultados de la OCT no se entregaron al paciente salvo cuando se detecto
una patologia oftalmoldgica desconocida tras el analisis de la OCT. Se abortd
el estudio de la OCT si el deterioro estaba tan avanzado o la inquietud
psicomotora era tal que le impedia proseguir la prueba. Para conocer las
limitaciones de su uso masivo de la OCT, no se excluy6, de entrada, a ningiin
sujeto de la UM. Esto ha permitido testar la factibilidad de la técnica como una
prueba de rutina en un entorno neuroldgico.

Hasta GDS=5, mas del 95% de los pacientes concluyeron la tomografia con
resultados legibles. Todas las OCTs se analizaron solo tras finalizar del periodo
de reclutamiento por una tercera persona (estadistico) que no conocia a los
sujetos. Este enfoque ecoldgico pretendia evitar algunos sesgos mas comunes
de los estudios diagnosticos de seleccion y caso control (344—346) que tienden

a sobreestimar la precision de la prueba.

Factores confusores. Salvo la edad, la mayoria de estudios no controlaron los
resultados por otras covariables que pudieran influir en la cognicién, como el
nivel educativo, o en la propia medicion de la OCT (como la calidad de
imagen) o bien no lo especificaron en los métodos. Todo esto puede afectar a la
validez interna del estudio (343). Nuestro trabajo prob6 que la edad era la
variable mas influyente en macula, con mucho, y la segunda mas importante en
el disco optico. En esta area, era la calidad de imagen de OCT la covariable
mas influyente para explicar la variabilidad peripapilar de la RNFL.

La calidad se mide utilizando como indicador la intensidad de la sefial OCT. Su
valor varia de 0 (minimo) a 1 (méximo) y la provee, automaticamente, el
software, después de cada adquisicion. Los controles obtuvieron una sefial
OCT mas alta que los pacientes con EA. Pensamos que como el protocolo del
disco (a diferencia del de macula) requiere una fijacién excéntrica y por ello
mayor atencidn, para los pacientes con deterioro cognitivo puede ser mas
dificil de realizar. Por eso, generan peor calidad de sefial. Como no exploramos
el polo anterior ocular especificamente, no seria descartable que los pacientes
con deterioro cognitivo pudieran padecer mas opacidades subclinicas corneales

o en el cristalino que los individuos sanos, incluso después de haber excluido a
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todos los sujetos con etiologias oculares evidentes. De hecho, hay estudios que
consideran que la fisiopatologia de la EA podria desencadenar la aparicion en
el cristalino de cataratas supranucleares (173,178). Por lo tanto, consideramos
que los valores de calidad de imagen deberian incluirse en futuras
investigaciones al estudiar el disco 6ptico con OCT.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que existe un adelgazamiento de la
neurorretina con el envejecimiento fisioldgico. Se estima en 1,5 micras por
década para la RNFL peripapilar (347). El control de la edad en muchos
trabajos previos no fue estricto en la medida en que se limité a considerar
edades equivalentes y por ende, comparables, la de los sujetos de dos grupos
diagnoésticos de N pequefia cuya edad no diferia significativamente en las
tablas demograficas.

El procedimiento de analisis de la covarianza (ANCOVA) que utilizamos anula
cualquier efecto de la edad en los resultados de la OCT e incluye un modelo
lineal general con una variable cuantitativa (las variables medidas con OCT)
con varios factores confusores con los que se hace una regresion (348). De tal
forma, se elimina la variabilidad causada en el parametro retiniano de interés
por la influencia de dichas covariables cuantitativas (edad, afios de educacion,

calidad de imagen,...), aumentando la potencia estadistica.

8.5. La utilidad de la OCT en una clinica de memoria

Si bien el hecho de que la mayoria de los pacientes de nuestra cohorte
colaboraran y se desempefaran bien durante la OCT respalda la viabilidad de
la OCT en el entorno de una UM, hay escollos importantes para su
implementacion.

El mas importante es si la OCT es siquiera Util para generar biomarcadores de
EA. Es cierto que nuestros estudios en la neurorretina (289,290) no apoyan su
uso en una UM pero la OCT también ha mostrado su potencialidad
biomarcadora en otras areas no exploradas en esta tesis. Por ejemplo, en la
coroides (112,228,229) o en las alteraciones de la morfologia o fisiologia
vascular medibles cada vez con mas precision mediante la OCT funcional

(189,349).
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La salud de la microvasculatura retiniana se correlaciona con la circulacion
sistémica y la cerebral y con el deterioro cognitivo (124,350). Mientras que el
ensanchamiento de las vénulas retinianas se asocia con un mayor riesgo de
demencia vascular (189), su estrechamiento y menor tortuosidad lo hace con
EA (108,187). Es definitiva, atn existe la posibilidad de que de la combinacion
multimodal de otros pardmetros de OCT surja un biomarcador en la EA en el

futuro.

El segundo obstaculo es la comorbilidad oftdlmica de la EA. Casi un cuarto
(24.4%) de los sujetos elegibles fueron excluidos debido a comorbilidades
oftalmologicas, principalmente glaucoma y degeneracion macular. Ambas son
enfermedades asociadas a la edad lo que podria explicar en parte la alta
prevalencia observada en nuestra cohorte. Diferentes autores consideran que
ambas enfermedades comparten algunos mecanismos fisiopatologicos
subyacentes con la EA (109,252,265).

Dos estudios recientes (251,351) evidenciaron patrones similares de
adelgazamiento en la RNFL de la cabeza del nervio optico y alteracion
campimétrica en la EA y en el glaucoma de tension normal, lo cual abunda en
la dificultad para diferenciar los cambios retinianos de ambas patologias.

Lo mismo ocurre con la DMAE que, al afectar el grosor de RNFL, dificulta la
interpretacion de los resultados de la OCT o la atribucion de un adelgazamiento
a un supuesto efecto neurodegenerativo especifico de la EA a nivel retiniano.
Incluso si éste existiera, para poder interpretarlo con seguridad en clave EA y
en el seno de una UM, tendriamos que excluir un alto % de sujetos,
especialmente en edades avanzadas cuando la incidencia de estas
comorbilidades oftalmologicas se disparan. Este hecho limitaria mucho la
indicacion de una OCT diagnostica en EA en una UM.

El tercer handicap tiene que ver con aspectos técnicos de la OCT. La
resolucidn axial en el caso de la SD-OCT utilizada en este estudio es en de 5
micras (211,234). Dado que, tras la correccion multivariable, la magnitud del
tamafio de efecto entre los fenotipos mas extremos (controles y demencia) en la
mas positiva de las variables (ETDRS interno nasal e interno-superior) es de
menos de 5 micras, estariamos ante una reduccidon “invisible” para esta

generacion de aparatos.
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El escenario real es todavia menos optimista. La OCT tendré sentido en una
clinica de memoria en la medida en que facilite el diagndstico de EA en
estadios preclinicos o incipientes o prediga la conversion a demencia tipo EA
desde el estadio DCL, al nivel que lo hacen otros biomarcadores validados
(70). Por ende, la minima reduccion que tendria sentido considerar
clinicamente es la que exista entre controles cognitivos y DCL debido a EA
(EA prodromica). En nuestra serie no hemos encontrado tal reduccién y en
otros estudios se mueve entre 0 y 10 micras, aproximadamente la mitad de la
que muestran los pacientes con demencia.

Con el advenimiento de nuevos modelos de alta resolucion (OCT-HR) se estan
consiguiendo resoluciones axiales de en torno a una micra. Sin embargo, las
curvas normales de espesor retiniano de casos y controles estdn tan
superpuestas en nuestra muestra (figura 14) que es imposible que, incluso con
esa mayor precision, se pueda interpretar un valor absoluto de grosor como
inequivocamente de un control o de un paciente. No hay ningun valor absoluto
que pueda utilizarse como punto de corte entre sanos y enfermos para obtener

parametros de sensibilidad y especificidad.
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Figura 14. Grosor de RNFL. Se observa la superposicion de las curvas de los
grupos diagnosticos: EA (4D: Alzheimer’s Disease) con DCL (MCI: Mild
Cognitive Impairment) y con controles.

Ahora bien, si la hipotesis de que los adelgazamientos retinianos predicen la
conversion a demencia fuera cierta, entonces si que el desarrollo de los

métodos de seguimiento ocular (eye tracking) en la OCT (352) unido al hito
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del aumento de la resolucidon podrian ser claves en la medida en que los
pondrian de manifiesto de manera precisa, longitudinalmente, en cada paciente.
Se trataria pues de un modelo de riesgo distinto al que esta tesis y articulos
previos han venido evaluando. En ese nuevo modelo lo realmente importante
seria la evolucion intraindividuo del espesor retiniano, al margen de su valor
absoluto.

Nuestro estudio ha sido transversal aunque la cohorte NORFACE ha capturado
datos prospectivamente y contamos con medidas de OCT en sucesivos
seguimientos para cada paciente. No hemos comparado longitudinalmente los
datos por 3 razones: porque ya en el enfoque transversal los resultados no
apoyan la potencia como biomarcador, porque el aparato utilizado (la OCT
Maestro-1000 de Topcon) no tiene tecnologia eye-tracker y porque su
resolucién no es lo suficientemente fina como para recoger el sentido y el

tamafio (muy pocas micras) de la variacion de manera fiable.

8.6. Fortalezas y debilidades del estudio

Consideramos que nuestro estudio cuenta con algin otro punto fuerte. A
diferencia de otros estudios previos donde los criterios de diagndstico para la
normalidad cognitiva y el deterioro no se detallan o solo se basan en pruebas de
deteccion simples como el MMSE (61,297), aplicamos un protocolo de
diagnéstico integral y estandarizado. Este incluye pruebas neuropsicoldgicas
extensas y biomarcadores de neuroimagen, como la mediciéon del lobulo
temporal medial. Otra ventaja es nuestro tamafio muestral que aumenta la
potencia del estudio. Hemos incluido a miles de sujetos lo que contrasta con
los tamafos de muestra de la literatura que eran de pocas decenas de sujetos y
con poca potencia, segin concluyen las revisiones sistemadticas
(231,232,234,330).

Los meta-analisis que aplican el modelo de efectos fijos (fixed effects) asumen
que no existe heterogeneidad entre los estudios incluidos en la revision, de
modo que todos ellos estiman el mismo efecto y las diferencias observadas se
deben Uinicamente al azar. Segun este modelo, la elevada N de nuestro estudio
si que hubiera podido cambiar la tendencia como biomarcador que se sigue

atribuyendo a la RNFL peripapilar.
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Sin embargo, este modelo no es aplicable en este campo pues la literatura
arroja resultados muy heterogéneos. Por citar s6lo unos pocos ejemplos:
algunos estudios incluyeron solo un ojo por paciente, el que estuviera
disponible, mientras que otros incluyeron ambos, como sujetos diferentes, aun
cuando sus valores logicamente no fueran independientes; algunos utilizaron
tecnologia OCT-TD, mds antigua y menos precisa frente a otros que utilizaban
OCT-SD, con mejor resolucion. Las marcas de los tomografos eran diversas y
esto ocasionaba que los valores absolutos y normativos fuera diferentes para
cada marca y modelo, lo que dificultaba comparar estudios.

Dicha heterogeneidad entre los estudios se puede medir a través de la prueba
de Higgins I* (353). El I? calculado en estos estudios de compendio aporta
valores superiores al 95%, lo que indica una extrema falta de homogeneidad.
Estos resultados abigarrados hacen recomendable la aplicacion de un modelo
de meta-analisis de efectos aleatorios (random effects). Este modelo
sobrerrepresenta a los estudios con menos varianza (234), y, que en este caso
han sido los mas pequeios y antiguos, con disefios mas sesgados. Ademas
estos eran los “mas positivos”, lo que hace pensar que los meta-analisis estan
sobreestimando el efecto real como biomarcador. Baste decir, como boton de
muestra que los hallazgos de un estudio con 20 controles y 20 pacientes con
demencia EA y desviacion estdndar de <3 micras (161) pesan tanto en el meta-
analisis (un 6,2%) como el nuestro que cuenta con 930 sujetos y desviaciones
estandar de alrededor de 15 micras.

Asimismo, todos los meta-analisis incluido el nuestro identifican un sesgo de
publicacion considerable (354) visible en la grafica de embudo (funnel plot)
que denota que no se estdn publicando los trabajos con resultados negativos.
Segun ese mismo grafico (figura 13), los estudios con resultados negativos
publicados hasta la fecha eran los mas precisos sobre la materia. Por tanto, la
aparicion de nuevos estudios sobre la materia podria cambiar la tendencia en
futuros meta-analisis en el sentido de reducir el tamafio de efecto y por ende, su

potencial utilidad.
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También reconocemos varias limitaciones en nuestro abordaje. En primer
lugar, los resultados son solo de corte transversal. Esto implica que no se
pueden sacar conclusiones sobre la dinamica del adelgazamiento de RNFL.

En segundo lugar, la desviacion estandar de las mediciones de RNFL mostrd
una importante variabilidad interindividual dentro de cada grupo, similar a la
observada en algunos estudios poblacionales o normativos (212,213). Somos
de la opinidon de que esta mayor variabilidad emerge de manera normal por
salir del “laboratorio”, por aspirar a lo ecoldgico, a medir grandes poblaciones
imitando el mundo real. Con ese fin muy pocos sujetos eran excluidos en razon
a su edad, medicacion, patologias previas, etc.

Como ya se ha descrito, esta elevada desviacion estandar ha penalizado mucho
el peso relativo de nuestros resultados en el meta-analisis. Esta alta dispersion
no se puede considerar anémala si la insertamos en su contexto: de los
diecisiete estudios meta-analizados aparte del nuestro, once mostraban una DE
superior a las 10 micras y 7 sobrepasaban las 15 micras.

En tercer lugar, dada la heterogeneidad de los sintomas clinicos y visuales en la
EA, es tedricamente posible que existan ciertos subgrupos de pacientes con EA
con lesiones significativas del sistema visual y otros que no. De esta forma, las
discrepancias observadas se podrian deber a que unos estudios hayan capturado
selectivamente unos sujetos u otros (208). Este argumento pierde mucha
validez tras un estudio como el nuestro con miles de sujetos y enfoque
ecoldgico en el cual la probabilidad de excluir o incluir selectivamente sujetos
solo de una u otra de esas hipotéticas fuentes es muy baja.

En cuarto lugar, las covariables consideradas en nuestro modelo podrian no ser
suficientes para controlar la variabilidad entre grupos. En concreto, el presente
estudio no consider6 parametros oculares importantes que podrian ser factores
de confusion como la longitud axial y el area del disco dptico, entre otros
(212).

En quinto lugar, el subestudio de biomarcadores de PET de amiloide se hizo
retrospectivamente y la correccion por edad se hizo emparejando ésta en
grupos diagnoésticos y no por ANCOVA.

Por ultimo, a pesar del esfuerzo puesto en tratar de reproducir las condiciones

habituales de una clinica de memoria, aquellos pacientes con demencias
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avanzadas (GDS=6 o mas) no participaron. El hecho de que nuestro trabajo
esté basado pues en una muestra de conveniencia impide calificarlo de estudio

de observacion / ecologico en una UM, en sentido estricto.

8.7. Implicaciones de la alta prevalencia de retinopatias en el estudio
Capitulo aparte merecen los hallazgos de prevalencia de oftalmopatias en una
UM. Uno de cada cuatro individuos (24,4%) tenian hallazgos que dificultaban
o impedian la correcta lectura de la OCT.

Como ya se ha comentado, el glaucoma seguido de la DMAE es la patologia
mas prevalente. Casi uno de cada seis sujetos que acuden a una clinica de
memoria han sido diagnosticados de una o de otra patologia degenerativa de la
retina. Estos porcentajes aumentan en la poblacion mayor de 70 afios. Ademas
por cada 100 pacientes que acudian a la UM con un diagnostico firme de
glaucoma (esto es con tratamiento tdpico o quirdrgico y seguimiento por un
retindlogo por esa patologia) habia més de 20 que acudian con PIO>24 mm Hg
y sin ningin diagndstico ni estudio oftalmologico, una presion de riesgo de
glaucoma de angulo abierto. Este dato habla de la importancia que puede tener
el cribaje y las revisiones oftalmolédgicas generales para un diagnostico precoz
en poblacion general de edad avanzada.

A pesar de los factores de riesgo y los mecanismos etiopatogénicos comunes,
nuestros datos no muestran que el diagnostico de glaucoma sea mas frecuente
en pacientes con demencia tipo EA que en sujetos sanos de una unidad de
memoria. Este hallazgo choca con la idea establecida de que la prevalencia de
glaucoma aumenta en pacientes con EA (261,355) en comparacion con la
poblacion general. La relacion inversa estd aun menos clara: hay estudios que
afirman que la prevalencia de EA en los pacientes con glaucoma se multiplica
(251,258) mientras otros lo niegan (259). Nuestro grupo de investigacion en
otro articulo (247), tras corregir por edad y otras covariables, no encontro
diferencia ni en la prevalencia de glaucoma ni en la de DMAE comparando
sujetos sanos y con demencia. La principal diferencia de aquel estudio con
respecto el nuestro era que en su definicion de demencia no s6lo entraba EA
sino también la causada por dafio cerebrovascular y por otras patologias

neurodegenerativas menos frecuentes.
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Otro dato relevante de nuestro estudio es que el parametro de OCT que mejor
separaba sanos de enfermos no era el grosor retiniano sino la calidad de
imagen, significativamente peor en la demencia EA que en los controles.
También fue llamativo que a pesar de que los pacientes con EA probable eran
de promedio (79 anos) 13 afos mayores que los controles (66 afios),
porcentualmente usaban menos lentes de correccion y tratamientos topicos
oftalmolégicos. Y todo ello a pesar de que la incidencia de muchas
oftalmopatias no hace sino crecer en edades avanzadas. Este hecho es
preocupante porque se sabe que los déficits sensoriales como los visuales
impactan y potencian especialmente las alteraciones cognitivas de personas con
demencia. Ello repercute en una mayor mortalidad, mas aislamiento social y
mayor ansiedad. En definitiva, en una peor calidad de vida (287,288).

Estos hallazgos concuerdan con los del ya citado estudio de la Fundaci6 ACE
(247) que continu6 la cohorte NORFACE. Dicho trabajo fue realizado
posteriormente al de esta tesis y usé un tomografo de mayor definicion (DRI
OCT Triton Topcon, Swept Source). Los nuevos resultados probaron que los
pacientes que vivian con demencia presentaban peor agudeza visual y una
menor atencion de la salud visual (entendida ésta como menos indicacion de
cirugias oftalmologicas y de prescripcion de gafas y colirios).

Entre las explicaciones que se pueden barajar estd que el deterioro cognitivo
genere anosognosia (281) o alteracion del lenguaje de manera tal que los
pacientes no sean conscientes de su déficit visual o no lo comuniquen
satisfactoriamente.

Otra posibilidad es que los familiares con los que convivan o los cuidadores de
las residencias (249) en las que se alojen, adopten actitudes cada vez menos
invasivas cuando el sujeto pierda autonomia y lo sobreprotejan de entornos
desconocidos o rupturas de su rutina como son todas aquellas visitas clinicas
que no consideran estrictamente necesarias. Este mismo fenomeno esta descrito
incluso en los médicos de manera tal que la demencia “eclipsa” la realizacion
de diagnodsticos nuevos o/y complejos o enfoques terapéuticos mas incisivos

(248).
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En resumen, los datos de prevalencia de patologia oftadlmica y tratamientos
correctores, resultado de este trabajo de tesis apuntan a que es preciso realizar
mas frecuentemente pruebas de cribaje de salud visual a la poblacion con EA 'y
ser mas intervencionista con las terapias de correccion u optimizacion visual.

Este hecho es de especial relevancia en la fase de demencia tipo EA porque se
sabe que redundard en una mejora de su calidad de vida y en disminuir la

sobrecarga de sus cuidadores.

La presente tesis doctoral aporta a los estudios anteriores sobre biomarcadores
aislados de neurorretina en EA un carécter exhaustivo pues los estudia todos y
con un método mas riguroso (estudio prospectivo con inclusién consecutiva,
doble ciego, enfoque de alta validez externa) en una muestra que multiplica el
tamafio de las anteriores y con una caracterizaciéon neuropsicoldgica y clinica

mas detallada. También es novedoso porque para aumentar la certeza:

- Biologica: hemos reproducido los hallazgos usando diagndsticos con

biomarcadores de PET de amiloide.

- Estadistica: se han analizado los componentes principales de todas las
variables neurorretinianas prometedoras con un analisis factorial y se ha
hecho un andlisis de conglomerados para comprobar si los sujetos de los
grupos clinicos se podian segregar por algin pardmetro retiniano. Ambos

estudios demostraron la nula capacidad discriminante en la EA.

Por ultimo, examina el estado del arte mediante una revision sistematica y un

meta-analisis.
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L.

La OCT es una técnica que por su inocuidad, su rapidez de ejecucion y la escasa
colaboracion que requiere se puede insertar con facilidad en la rutina de una

unidad de memoria (UM) a nivel masivo hasta el estadio de demencia moderada.

Las areas neurorretinianas estudiadas mediante OCT en disco (grosor promedio y
de los cuadrantes superior, inferior, nasal y temporal de RNFL) y mécula (grosor
promedio de RNFL, de GCL y de retina total y en las 9 areas ETDRS y volumen
macular total) no son biomarcadores con capacidad discriminante suficiente en el
deterioro cognitivo tipo Alzheimer. El diagndstico con biomarcadores de PET

de amiloide confirmo los hallazgos.

No se hallaron diferencias en las variables neurorretinianas segin su estatus
amiloide: ni entre controles PET positivo (EA preclinica) versus PET negativo

ni entre DCL PET positivo (EA prodromica) versus DCL PET negativo.

Si bien los resultados crudos mostraban cierto adelgazamiento progresivo
proporcional al grado de deterioro cognitivo, comparable al de los estudios
seminales que aventuraron su papel como biomarcadores, cuando se corrige por

covariables, principalmente la edad, desaparece cualquier efecto significativo.

La edad era el principal confusor de los estudios pues con el envejecimiento se
adelgaza la retina y aumenta la neurodegeneracion y la prevalencia de patologias
oculares primarias que también aminoran el grosor retiniano. Cualquier nuevo

estudio sobre biomarcadores de retina deberia corregir por edad, estrictamente.

Las unicas dos areas que probaron un efecto discriminador estadisticamente
significativo y solo en el modelo caso-control (sanos cognitivos versus demencia
EA) fueron el 4rea nasal y superior del anillo interno ETDRS. Su adelgazamiento
en demencia era de 4,7 y 3,7 micras, respectivamente, esto es, por debajo del
nivel de resolucion de la OCT-SD. Este céalculo descarta ambas medidas como
biomarcadores. Cuando ambas éreas se corrigieron por comparaciones multiples,

su efecto no sobrepasod el umbral estadistico de significacion.

Cualquier combinacién entre las 27 variables neurorretinianas mas
prometedoras en la literatura o de sus componentes obtenidos tras un analisis
factorial de las mismas demostr6 una falta de poder discriminante para el

deterioro cognitivo. Un andlisis de conglomerados corrobor6 este hecho.

168



CONCLUSIONES

10.

11.

12.

13.

14.

El glaucoma, seguido de la DMAE y la ambliopia eran las oftalmopatias mas

frecuentes en una UM (hasta un quinto de los usuarios las padecian).

El glaucoma no se demostr6 mas prevalente en el grupo de demencia tipo EA

que en los controles, a pesar de la supuesta comorbilidad existente.

Los pacientes con demencia tipo EA usaban menos tratamientos topicos
oculares y lentes correctoras, a pesar de tener una edad promedio superior.
Esto podria indicar que reciben peor vigilancia y cuidados oftalmologicos
insuficientes y la necesidad de revisiones periddicas de salud visual en este
grupo.

El grosor peripapilar de RNFL deberia corregirse por la calidad de imagen de

OCT en futuros estudios de OCT y EA pues es la covariable que mas lo afecta.

La calidad de imagen (y no el grosor retiniano) era el Uinico parametro de la

OCT capaz de discernir entre fenotipos cognitivos.

Cada nuevo meta-analisis sobre el grosor de RNFL peripapilar en el deterioro
cognitivo reduce la magnitud del supuesto adelgazamiento reportado en los
primeros estudios. El nuestro redujo la magnitud del adelgazamiento sélo en

una micra pero no cambi6 el estado de la cuestion.

La alta heterogeneidad y el sesgo de publicacion de los meta-analisis
publicados hasta la fecha, dificultan la comparacion y extraccion de

conclusiones validas.
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