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RESUMEN

Introduccion

La infeccion por SARS-CoV-2 se ha asociado con disfuncién endotelial, inflamacion sistémica y
dafio microvascular. La angiografia por tomografia de coherencia dptica (OCTA) permite
evaluar de forma no invasiva la microvasculatura retiniana y podria identificar alteraciones
subclinicas asociadas a COVID-19 y long COVID.

Justificacion cientifica

La retina constituye un modelo in vivo accesible de microcirculacién sistémica. Sin embargo, la
persistencia de alteraciones microvasculares retinianas tras la infeccién por SARS-CoV-2 y su
posible relacidn con la gravedad inicial y el long COVID no estan completamente establecidas.

Hipdtesis y objetivos

Se hipotetizé que la infeccién por SARS-CoV-2 induce alteraciones microvasculares retinianas
detectables mediante OCTA, asociadas a la gravedad de la enfermedad y potencialmente
relacionadas con sintomas persistentes. El objetivo principal fue analizar la densidad vascular
retiniana tras la infeccién por SARS-CoV-2. Los objetivos secundarios incluyeron la evaluacion
de retinografia, tomografia de coherencia dptica (OCT), y la relacién con el long COVID.

Disefio del estudio

Estudio observacional, analitico y clinico (no experimental). Incluyé dos cohortes
independientes: una cohorte COVID (disefio prospectivo longitudinal unicéntrico) que
compard sujetos sanos con pacientes estratificados por gravedad (leve, moderada y grave); y
una cohorte long COVID (disefio transversal multicéntrico/colaborativo) que comparé
controles, individuos recuperados y pacientes con sintomatologia persistente (con y sin
deterioro cognitivo). En la cohorte COVID el tamafio muestral se basd en viabilidad
exploratoria, mientras que en la cohorte long COVID se estimd una muestra de
aproximadamente 17-20 sujetos por grupo.

Resultados

En la cohorte COVID, los pacientes con enfermedad moderada y grave presentaron menor
densidad vascular central en los plexos vascular superficial y profundo, asi como mayor area de
la zona avascular foveal, en comparacidn con controles y casos leves. Estas alteraciones
persistieron durante el seguimiento, hasta aproximadamente tres afios tras la infeccién. La
retinografia y la OCT estructural no mostraron hallazgos relevantes atribuibles al SARS-CoV-2.
En la cohorte long COVID, no se identificd un patron microvascular retiniano distintivo
asociado al deterioro cognitivo.

Conclusiones

La infeccion por SARS-CoV-2, especialmente en formas moderadas y graves, se asocia con
alteraciones microvasculares retinianas subclinicas y persistentes detectables mediante OCTA.
Estos hallazgos parecen relacionarse principalmente con la gravedad de la infeccién aguda,
mas que con la presencia de long COVID. La OCTA puede constituir una herramienta no
invasiva util para estudiar la afectacién microvascular sistémica post-COVID.



ABSTRACT

Introduction

SARS-CoV-2 infection has been associated with endothelial dysfunction, systemic
inflammation, and microvascular damage. Optical coherence tomography angiography (OCTA)
allows for the non-invasive assessment of the retinal microvasculature and could identify
subclinical alterations associated with COVID-19 and long COVID.

Scientific rationale

The retina constitutes an accessible in vivo model of systemic microcirculation. However, the
persistence of retinal microvascular alterations following SARS-CoV-2 infection and their
possible relationship with initial severity and long COVID are not fully established.

Hypothesis and objectives:

It was hypothesized that SARS-CoV-2 infection induces retinal microvascular alterations
detectable by OCTA, associated with disease severity and potentially related to persistent
symptoms. The primary objective was to analyze retinal vessel density after SARS-CoV-2
infection. Secondary objectives included the evaluation of retinography, optic coherence
tomography (OCT), and the relationship with long COVID.

Study design

Observational, analytical, and clinical study (non-experimental). It included two independent
cohorts: a COVID cohort (single-center longitudinal prospective design) that compared healthy
subjects with patients stratified by severity (mild, moderate, and severe); and a long COVID
cohort (multicenter/collaborative cross-sectional design) that compared controls, recovered
individuals, and patients with persistent symptoms (with and without cognitive impairment). In
the COVID cohort, the sample size was based on exploratory feasibility, while in the long
COVID cohort, a sample of approximately 17-20 subjects per group was estimated.

Results

In the COVID cohort, patients with moderate and severe disease presented lower central
vessel density in the superficial and deep vascular plexuses, as well as a larger area of the
foveal avascular zone, compared to controls and mild cases. These alterations persisted during
follow-up, up to approximately three years post-infection. Retinography and structural OCT
showed no relevant findings attributable to SARS-CoV-2. In the long COVID cohort, no
distinctive retinal microvascular pattern associated with cognitive impairment was identified.

Conclusions

SARS-CoV-2 infection, especially in moderate and severe forms, is associated with subclinical
and persistent retinal microvascular alterations detectable by OCTA. These findings appear to
be related primarily to the severity of the acute infection, rather than the presence of long
COVID. OCTA may constitute a useful non-invasive tool to study systemic microvascular
involvement post-COVID.



1. INTRODUCCION

1.1. La enfermedad por COVID-19

1.1.1. Breve historia de la pandemia y alcance global.

La pandemia de COVID-19 comenzé en diciembre de 2019 en Wuhan, China, causada por el
coronavirus SARS-CoV-2. El virus se propagé rapidamente a nivel mundial, lo que llevé a la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) a declararlo Emergencia de Salud Publica de
Importancia Internacional el 30 de enero de 2020 y pandemia el 11 de marzo de 2020 (1).

COVID-19 ha tenido un impacto global profundo, saturando sistemas de salud, afectando
economias y evidenciando desigualdades, con mas de 775 millones de casos y 18-33 millones
de muertes estimadas durante 2024, exponiendo vulnerabilidades en la preparacién sanitaria,
la infraestructura de salud y la comunicacién publica (2).

La rdpida transmisién del virus motivdo medidas no sélo farmacoldgicas sino de aislamiento
fisico con confinamientos, restricciones de viaje y distanciamiento social, afectando a la vida
diaria, la educacién y la economia, ademas de interrumpir servicios sanitarios rutinarios, como
la vacunacion infantil, aumentando riesgos para la salud publica (3, 4).

1.1.2. Fisiopatologia general de la infeccidon por SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 ingresa al sistema respiratorio uniéndose al receptor enzima convertidora de
angiotensina 2 (ACE2) presente en los neumocitos tipo Il (responsables de producir el
surfactante que mantiene los alveolos abiertos) y en las células endoteliales capilares. La
proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) facilita esta entrada viral al cortar ACE2 y activar
la proteina de espiga del virus (5). Esto provoca la muerte de las células infectadas mediante
apoptosis y piroptosis, desencadenando una respuesta inflamatoria.

La respuesta inmune innata se caracteriza por la activacién de los macrofagos alveolares, que
liberan citocinas proinflamatorias como interleucina-6 (IL-6), TNF-a e IL-1B. Estas moléculas
aumentan la expresién de moléculas de adhesién celular y del factor de crecimiento endotelial
vascular, incrementando la permeabilidad vascular y favoreciendo la infiltracion de neutréfilos
y monocitos en el espacio alveolar (5, 6). Este proceso culmina en un dafio alveolar difuso,
caracterizado por edema, formacién de membranas hialinas e inflamacidn intersticial, cuya
manifestacién clinica mas grave es el sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) (7).

1.1.3. Papel del receptor ACE2 en la entrada viral y afectacion
multisistémica.

El receptor ACE2 desempefia un papel central en la afectacién multisistémica observada en el
COVID-19, tanto por actuar como puerta de entrada del SARS-CoV-2 a las células humanas
como por su funcién reguladora dentro del sistema renina-angiotensina.



El SARS-CoV-2 se une al receptor ACE2 presente en la superficie de multiples tipos celulares,
incluyendo células epiteliales alveolares, células endoteliales y células de érganos como el
corazon, los rifiones y el tracto gastrointestinal. Esta union facilita la entrada viral y la infeccion
celular, provocando dafo directo y muerte celular por apoptosis (8).

La internalizacion del complejo virus-ACE2 conlleva una disminucién de la expresion de ACE2
en la superficie celular. En condiciones fisioldgicas, ACE2 convierte la angiotensina Il en
angiotensina-(1-7), una molécula con efectos vasodilatadores y antiinflamatorios. Su reduccién
favorece la acumulacién de angiotensina Il, lo que potencia la vasoconstriccidn, la inflamacidn,
la fibrosis y la trombosis a través del receptor AT1 (8).

Este desequilibrio del sistema renina-angiotensina contribuye a un estado hiperinflamatorio
sistémico, caracterizado por niveles elevados de citocinas proinflamatorias, como la IL-6, que
pueden desencadenar la denominada tormenta de citocinas y amplificar el dafio tisular (9, 10).

Ademas, la infeccidn directa del endotelio junto con la inflamacidn sistémica induce disfuncién
endotelial, con aumento de la permeabilidad vascular, formacidon de microtrombos y
alteraciones de la coagulacion (11). Estos mecanismos explican la elevada incidencia de
eventos tromboembodlicos y el dafio multiorganico observado en las formas graves de la
enfermedad (9, 12). Estos procesos se resumen esquematicamente en la Figura 1.

Figura 1. Representacion esquematica de la disfuncion endotelial mediada por la unién del
SARS-CoV-2 al receptor ACE2, con promocion de un estado protrombatico sistémico. Extraida
de la referencia 9.
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1.1.4. Efectos sistémicos clave: respiratorio, oftalmologico,
cardiovascular, renal, hepatico y neuroldgico.

1.1.4.1. Sistema respiratorio

El COVID-19 afecta principalmente al sistema respiratorio y puede producir un amplio espectro
de manifestaciones clinicas, desde sintomas leves hasta insuficiencia respiratoria grave (13).

Aproximadamente el 80 % de los casos de COVID-19 son leves o moderados, con sintomas
como fiebre, tos y disnea. Alrededor del 15 % de los pacientes desarrolla enfermedad grave
gue requiere oxigenoterapia, y un 5 % progresa a enfermedad critica, presentando SDRA,
shock séptico o fallo multiorganico (5).

La neumonia por COVID-19 se caracteriza por hipoxemia, que puede evolucionar a SDRA. Este
se define por un deterioro de la oxigenacién con una relacién PaO,/FiO, igual o inferior a 300
mmHg, en los casos mas graves, hasta menos de 200mmHg (14).

Desde el punto de vista radioldgico, la neumonia por COVID-19 suele manifestarse con
opacidades en vidrio deslustrado bilaterales y dreas de consolidacidn en las pruebas de imagen
tordcica, hallazgos que reflejan la extensa afectacion pulmonar observada en los casos graves
(15).

1.1.4.2. Afectacion oftalmoldgica

Al inicio de la pandemia, las manifestaciones oculares de la infeccién por SARS-CoV-2 estaban
escasamente descritas, aunque la conjuntivitis folicular aguda fue reportada con relativa
frecuencia en pacientes con COVID-19 (16), y se demostro la presencia del virus en muestras
obtenidas mediante hisopado conjuntival (17).

El primer reporte de casos sobre cambios vasculares retinianos correspondid a una pequefia
serie de pacientes en la que se evaluaron los hallazgos mediante fotografia de fondo de ojoy
OCT. En todos los pacientes se observaron lesiones hiperreflectivas a nivel de la capa de
células ganglionares y de la capa plexiforme interna, localizadas de forma bilateral y mas
prominentes en el haz papilomacular (18). Ademads, se describieron casos de sutiles exudados
algodonosos y microhemorragias a lo largo de las arcadas retinianas.

Posteriormente, diversos estudios oftalmoldgicos describieron alteraciones retinianas en
pacientes con COVID-19, incluyendo dilatacién venosa, hemorragias intrarretinianas, y signos
compatibles con isquemia microvascular (19). Estos hallazgos han sido interpretados como
manifestaciones locales de la disfuncién endotelial y del estado protrombético sistémico
caracteristicos de la infeccidn por SARS-CoV-2.

Figura 2. Imdagenes correspondientes a 4 pacientes con COVID. A: exudado algodonoso en
fotografia de fondo de ojo con su correspondiente imagen libre de rojo. (B—D): Las secciones
transversales de OCT de tres pacientes revelan lesiones hiperreflectivas localizadas a nivel de
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las capas plexiforme interna y de células ganglionares. Extraida de referencia 18.

1.1.4.3. Sistema cardiovascular

Durante la etapa aguda de la infeccién por SARS-CoV-2, las complicaciones vasculares
(trombéticas y microvasculares) se consolidaron como un componente central de la
fisiopatologia y del prondstico clinico. Ya en las primeras cohortes hospitalarias se observoé una
incidencia llamativamente elevada de eventos tromboembdlicos, especialmente en pacientes
criticos, lo que llevd a conceptualizar el COVID-19 agudo no solo como una neumonia viral,
sino como una enfermedad sistémica con participacion endotelial, inflamatoria y
protrombodtica marcada (12, 20, 21).

En términos clinicos, el espectro vascular agudo abarca desde tromboembolismo venoso,
trombosis venosa profunda y embolia pulmonar hasta trombosis arterial (ictus isquémico,
infarto agudo de miocardio e isquemia aguda de extremidades), ademas de fendmenos de
trombosis microvascular y endotelitis documentados en estudios anatomopatoldgicos (12, 20,
22, 23).

En pacientes hospitalizados, el tromboembolismo venoso fue una de las complicaciones mas
consistentes y con mayor impacto clinico. Estudios observacionales de gran tamafio
describieron eventos trombéticos venosos y arteriales a lo largo del ingreso, con tasas mas
altas en unidades de cuidados intensivos (UCI) que en planta (24, 25). En una cohorte de UCI,
la incidencia acumulada de complicaciones trombdticas fue del 31%, con predominio de EP, a
pesar del uso de tromboprofilaxis, lo que evidencid el caracter particularmente protrombdtico
del COVID-19 grave (25).

En esta linea, un meta-andlisis temprano que agrupo decenas de estudios reportd tasas
globales elevadas de tromboembolismo: en conjunto, el tromboembolismo venoso se situd en
torno a una quinta parte de los pacientes hospitalizados, con incrementos sustanciales en UCI
(aproximadamente en el rango del 30%), y con embolia pulmonar como evento clinicamente
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destacado en pacientes criticos (26). Este patrén fue confirmado por revisiones sistematicas
posteriores centradas en poblacion hospitalaria, que ademas sefialaron la gran
heterogeneidad entre estudios (diferencias en intensidad de cribado, severidad, profilaxis y
definiciones), pero mantuvieron como hallazgo robusto el aumento del riesgo trombético en el
COVID-19 agudo, especialmente en enfermedad grave (27).

A nivel fisiopatoldgico, la coagulopatia asociada a COVID-19 se caracterizd por elevacion de D-
dimero y alteraciones de parametros de coagulacidn. En un estudio clinico muy influyente,
niveles de D-dimero elevados al ingreso se asociaron fuertemente con mayor riesgo de
mortalidad intrahospitalaria, sugiriendo su utilidad como marcador temprano de
estratificacion prondstica y de riesgo trombético en el manejo agudo (28).

El COVID-19 agudo también se asocié con complicaciones arteriales. Aunque menos frecuentes
que el tromboembolismo venoso en muchas series, los eventos arteriales (infarto, ictus,
trombosis periférica) se reportaron de forma consistente en cohortes hospitalarias y
contribuyeron a la morbilidad aguda, especialmente en pacientes con factores de riesgo
cardiovascular o enfermedad critica (24, 26). En un analisis comparativo, se describié un mayor
riesgo de tromboembolismo arterial en COVID-19 en comparacion con influenza, lo que apoya
la hipdtesis de mecanismos especificos de la infeccién por SARS-CoV-2 (endotelitis,
hipercoagulabilidad e inflamacién sistémica) contribuyendo a eventos arteriales durante la
hospitalizacion (29).

En el caso del ictus isquémico, estudios en poblacién hospitalizada estimaron una incidencia
acumulada aproximada del 2%, con mayor riesgo en pacientes tratados en UCI, subrayando
que la afectacién arterial cerebral forma parte del espectro vascular agudo, aunque su
frecuencia absoluta sea menor que la del tromboembolismo venoso (30). Otra manifestacién
vascular de alta gravedad clinica fue la isquemia aguda de extremidades, descrita en series y
revisiones sistematicas como complicacién menos comun pero potencialmente devastadora,
vinculada al estado protrombético y con impacto en amputacion y mortalidad (31).

1.1.4.4. Sistema renal

La lesidon renal aguda constituye una de las complicaciones extrapulmonares mas relevantes en
el COVID-19. Un metaandlisis global que incluyd mas de 345.000 pacientes hospitalizados
estimo una prevalencia de enfermedad renal aguda cercana al 23 % en pacientes no criticos,
aumentando hasta aproximadamente el 45 % en pacientes ingresados en UCI (32), ademds
asociandose a un mayor riesgo de mortalidad (33).

Se ha descrito que el dafio renal en la infeccidn por SARS-CoV-2 es el resultado de multiples
mecanismos concomitantes, incluyendo la infeccidn viral directa de las células renales, el dafio
inflamatorio e inmunoldgico, la hipoxia, la sepsis, la formacién de microtrombos, la
hipovolemia y la interaccidn entre 6rganos como pulmén, corazoén y rifidn (34, 35). Asimismo,
existe evidencia de que la infeccidn puede inducir fibrosis tubulointersticial, lo que podria
contribuir a la persistencia del dafio renal a largo plazo (35-37).

1.1.4.5. Sistema hepatico

Diversos estudios han descrito alteraciones en las pruebas de funcidn hepatica. Durante la fase
aguda de la infeccidn por SARS-CoV-2, caracterizadas principalmente por elevaciones de las
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transaminasas séricas, asi como incrementos menos frecuentes de la gamma-
glutamiltransferasa y la bilirrubina total (38, 39).

La evidencia disponible indica que la presencia de lesion hepatica aguda durante la fase inicial
de COVID-19 se asocia de forma consistente con mayor gravedad clinica, mayor necesidad de
ingreso en UCl y aumento de la mortalidad (40, 41).

Los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la lesién hepatica asociada a COVID-19 agudo
son multifactoriales. Entre los mds aceptados se encuentran la respuesta inflamatoria
sistémica exacerbada, mediada por la liberacién masiva de citocinas proinflamatorias, el dafio
hipdxico-isquémico secundario a insuficiencia respiratoria grave y la disfunciéon endotelial
generalizada descrita en esta infeccion (38, 42). Asimismo, debe considerarse el papel de la
hepatotoxicidad inducida por fdrmacos, dado el uso frecuente de antivirales, antibioticos,
corticosteroides e inmunomoduladores durante el manejo hospitalario del COVID-19 (43, 44).
En casos mas graves, se han descrito patrones colestasicos y entidades especificas como la
colangiopatia asociada a COVID-19, observadas principalmente en pacientes criticamente
enfermos (45).

1.1.4.6. Sistema neuroldgico

La afectacion neuroldgica durante la fase aguda del COVID-19 constituye una manifestacion
clinica frecuente y clinicamente relevante, asociada a un peor prondstico y a un incremento
significativo de la mortalidad y la discapacidad funcional. Su fisiopatologia es claramente
multifactorial e incluye mecanismos de invasién viral directa, disfuncién endotelial, fenémenos
tromboinflamatorios, neuroinflamacion sistémica e hipoxia secundaria al compromiso
respiratorio grave (46-48).

El SARS-CoV-2 posee potencial neurotrdpico, mediado en parte por la expresién del receptor
ACE2 en neuronas, células gliales y células endoteliales cerebrales. El acceso al Sistema
Nervioso Central (SNC) puede producirse por via hematdgena, favorecida por la alteracion de
la barrera hematoencefalica, o mediante transporte neuronal retrégrado, particularmente a
través del nervio olfatorio (46, 49). No obstante, la evidencia actual sugiere que la invasion
viral directa del SNC es relativamente infrecuente y que la mayoria de las manifestaciones
neuroldgicas se explican por mecanismos indirectos mediados por inflamacidn sistémica y
disfuncion vascular (47, 50).

La afectacion inflamatoria del SNC se ha asociado a cuadros de encefalitis, meningitis y
encefalopatia necrosante aguda. La encefalitis relacionada con el COVID-19 presenta una
incidencia estimada del 0,21-0,25 %, con una tasa de mortalidad aproximada del 13-14 %,
mientras que la meningitis constituye una complicacién menos frecuente, con incidencias
cercanas a 0,4 casos por cada 1.000 pacientes atendidos en servicios de urgencias (51, 52).
Estas entidades se han relacionado con una activacion inmunitaria exacerbada, infiltracion de
células inflamatorias y dafio neuronal secundario (48, 51).

De forma paralela, la interaccién del SARS-CoV-2 con el endotelio vascular induce una
disfuncidn endotelial generalizada, caracterizada por activacion de la coagulacidn, dafio
microvascular y un marcado estado de hipercoagulabilidad. Este contexto favorece la aparicion
de eventos cerebrovasculares agudos, entre los que destacan el ictus isquémico (incidencia
estimada del 1,0-1,4 %, y menos frecuentemente la trombosis venosa cerebral y la hemorragia
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intracerebral (52, 54). Estos eventos ocurren con mayor frecuencia en pacientes con
enfermedad grave y se asocian a una elevada mortalidad hospitalaria y a peores resultados
funcionales (53).

La encefalopatia representa la manifestacion neuroldgica mas frecuente en pacientes
hospitalizados por COVID-19, con una incidencia estimada entre el 8,7 % y el 12 %, que puede
alcanzar hasta el 70-80 % en pacientes criticos ingresados en UCI (55, 56). Su desarrollo se
asocia a edad avanzada, mayor gravedad de la infeccién y comorbilidades cardiovasculares y
metabdlicas previas. La respuesta inflamatoria sistémica contribuye con la disfuncién cerebral
difusa (48, 55). Asimismo, la hipoxia prolongada secundaria al compromiso respiratorio grave
puede agravar el daio neuronal y favorecer el desarrollo de encefalopatia hipdxico-isquémica,
actuando como un factor sinérgico que intensifica las manifestaciones neuroldgicas (47, 50).

Finalmente, el sistema nervioso periférico también puede verse afectado durante la fase aguda
de la infeccidn como en el caso de sindromes immunomediados como el sindrome de Guillain-
Barré y el sindrome de Miller-Fisher (57, 58).

1.2. Long COVID

1.2.1. Definicién y relevancia clinica.

El Long COVID o sindrome post-COVID, se define como la presencia de sintomas persistentes,
recurrentes o de nueva aparicion tras la infeccién por SARS-CoV-2, no atribuibles a un
diagnéstico alternativo (59-61). Segun la OMS, esta condicidn aparece generalmente dentro de
los tres meses posteriores a la infeccién aguda y los sintomas persisten al menos dos meses
(62). La OMS estima que alrededor del 10-20 % de las personas infectadas por SARS-CoV-2
pueden desarrollar sintomas compatibles con esta entidad, mientras que en cohortes de
pacientes hospitalizados las cifras descritas son mayores, habitualmente en torno al 30-50 % o
superiores segun el disefio del estudio y el tiempo de seguimiento (62, 63).

Puede desarrollarse tras infecciones leves, moderadas o graves, incluidos casos no
hospitalizados, lo que indica que su aparicion no depende exclusivamente de la gravedad del
episodio agudo (60, 64). Se estima que entre el 10 % y el 30 % de los individuos infectados
presentan sintomas persistentes, con variabilidad segln la poblacidn, la definicion empleada y
el tiempo de seguimiento (59, 61).

Clinicamente, el long COVID presenta un fenotipo multisistémico, destacando la fatiga
persistente, la disnea, el deterioro cognitivo, las alteraciones del suefio, la disfuncion
autondmica y los sintomas neuropsiquiatricos (59, 60). La fisiopatologia es multifactorial e
incluye inflamacién crénica de bajo grado, disfuncion endotelial y microvascular, fenémenos
autoinmunes, persistencia viral y dafio organico residual (60, 61). Por su elevada prevalencia y
su impacto funcional, el long COVID constituye un problema clinico y de salud publica
relevante (65).
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1.2.2. Sintomas persistentes y multisistémicos.

La afectacion pulmonar persistente constituye una de las secuelas descritas tras el COVID-19,
especialmente en pacientes que requirieron hospitalizacién o presentaron enfermedad aguda
grave. Entre las alteraciones funcionales, la reduccién de la capacidad de difusién pulmonar
para mondxido de carbono (DLCO) se ha identificado como uno de los hallazgos mas
frecuentes durante el seguimiento.

En una revisidon sistematica y metaanalisis, Zhi et al. observaron que la proporcién de pacientes
con DLCO alterada tras la recuperacién del COVID-19 oscilaba entre el 14 % y el 67 %, e
identificaron como factores asociados la edad avanzada, el sexo femenino, la presencia de
alteraciones en la tomografia computarizada (TC) toracica, asi como niveles elevados de
dimero D y nitrégeno ureico (66). De forma similar, Han et al. mostraron que, aunque las
alteraciones pulmonares post-COVID mejoraban progresivamente con el tiempo, a los 3 afios
del alta hospitalaria el 22 % de los pacientes mantenia sintomas respiratorios, el 38 %
presentaba una DLCO reducida y el 36 % conservaba alteraciones pulmonares residuales en la
TC. Cambios residuales en las pruebas radioldgicas, especialmente las de tipo fibrdtico, se
asociaron con mayor frecuencia de sintomas respiratorios persistentes, y mayor proporcion de
DLCO alterada (67).

La evidencia epidemioldgica disponible indica que, tras la fase aguda de la infeccidn por SARS-
CoV-2, un subgrupo de pacientes presenta un aumento sostenido del riesgo de eventos
cardiovasculares y tromboembdlicos mds alla de los primeros 30 dias post-infeccion. En un
estudio poblacional de Estados Unidos, que incluyé 153.760 personas con COVID-19, 5.637.647
controles contemporaneos y 5.859.411 controles histéricos, se observé un incremento
significativo del riesgo de enfermedad cardiovascular incidente durante los 12 meses
posteriores a la infeccidn, incluyendo trastornos cerebrovasculares, arritmias, enfermedad
isquémica y no isquémica, insuficiencia cardiaca y enfermedad tromboembodlica. Este
incremento fue evidente incluso en pacientes no hospitalizados y en individuos sin
enfermedad cardiovascular previa, con un HR de 1,55 para eventos cardiovasculares adversos
mayores y de 1,63 para cualquier evento cardiovascular (68). Hallazgos concordantes han sido
descritos en otros estudios, que muestran un mayor riesgo de eventos arteriales y venosos tras
el COVID-19, aunque con una disminucién progresiva del riesgo a lo largo del seguimiento (69,
70).

De forma paralela, el COVID-19 se ha asociado con deterioro renal persistente. Bowe et al.
observaron, en una cohorte de mas de 1,7 millones de personas, un mayor riesgo post-agudo
de lesion renal aguda, enfermedad renal terminal y descenso del filtrado glomerular,
incluyendo un incremento del riesgo de reduccidn 250 % del eGFR frente a controles no
infectados (71). Ademas, en pacientes con enfermedad renal crdnica previa, se ha observado
que la hospitalizacién por COVID-19 se asociaba con mayor progresion a estadios avanzados de
ERC a 12 y 24 meses, incluso en ausencia de lesidn renal aguda inicial (72).

La afectacion hepdtica persistente tras el COVID-19 ha sido menos estudiada que otras
secuelas sistémicas. No obstante, algunos estudios longitudinales han descrito alteraciones
mantenidas de la funcidén hepdtica en un subgrupo de pacientes tras el alta. En una cohorte
prospectiva con seguimiento a 12 meses, Xie et al. observaron que, aunque la mayoria de las
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alteraciones hepaticas se normalizaban progresivamente, el 13,2 % de los pacientes mantenia
alguna alteracion de las pruebas de funcidn hepatica al afio, especialmente aquellos con
comorbilidades o alteraciones hepdticas previas (73)

Finalmente, recalcar que estos hallazgos sugieren la existencia de un sindrome sistémico post-
agudo caracterizado por dafio microvascular persistente. La retina, por su lecho microvascular
altamente especializado, con barrera endotelial estricta y autorregulacién similar a la cerebral,
podria constituir un modelo plausible para detectar biomarcadores accesibles de alteraciones
vasculares sistémicas asociadas al long COVID (74).

1.2.3. Alteraciones neurologicas y neurocognitivas

La investigacion sobre el impacto del COVID-19 en la conectividad cerebral sugiere la existencia
de alteraciones funcionales en redes cerebrales en pacientes con sintomas persistentes,
aunque los resultados siguen siendo heterogéneos y dependen de la metodologia empleada
(75). Estas alteraciones se han relacionado con sintomas neurocognitivos como dificultades de
memoria, atencion y funcién ejecutiva.

En grandes cohortes poblacionales, Taquet et al. observaron que el riesgo de ansiedad y
trastornos del estado de animo tiende a disminuir con el tiempo, mientras que el riesgo de
deterioro cognitivo, demencia, trastornos psicéticos y epilepsia o convulsiones puede
mantenerse elevado hasta 2 afios tras la infeccion, especialmente en pacientes con
enfermedad aguda mas grave (76).

No obstante, el sindrome long COVID no se limita a pacientes graves, ya que también se ha
descrito tras infecciones leves o moderadas y en personas no hospitalizadas, aunque con
efectos cognitivos generalmente mds leves (77, 78). En los casos hospitalizados, estos déficits
parecen asociarse con la gravedad de la afectacidn sistémica y respiratoria, incluyendo
marcadores inflamatorios, alteraciones de coagulacion y disfuncién pulmonar residual (79).
Ademas, su interpretacion debe considerar la mayor carga de comorbilidades, como obesidad
y diabetes, factores previamente asociados con deterioro cognitivo y que podrian actuar como
variables de confusién o vulnerabilidad adicional.

1.3. Imagen retiniana

1.3.1. Retinografia

La retinografia, o fotografia de fondo de ojo, es una técnica de imagen no invasiva que permite
obtener imagenes en color de la retina, el nervio dptico y la vasculatura retiniana, facilitando la
evaluacion morfoldgica del polo posterior del ojo. Se trata de una herramienta ampliamente
utilizada tanto en la practica clinica como en investigacidn para la deteccién y seguimiento de
diversas enfermedades oculares.

Los sistemas tradicionales de retinografia de sobremesa permiten visualizar aproximadamente
50 grados del fondo ocular, lo que resulta suficiente para evaluar la regién macular y el nervio
6ptico. Con el desarrollo de la imagen digital, estos dispositivos han evolucionado hacia
sistemas completamente digitales, y en los ultimos ainos han aparecido tecnologias de imagen
de campo amplio capaces de captar dreas mayores de retina. Los sistemas de ultra-gran campo
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pueden alcanzar hasta 200 grados de campo visual, permitiendo explorar regiones periféricas
que no son visibles con las camaras convencionales (80).

Durante la adquisicion de las imagenes pueden aparecer distintos artefactos, como reflejos
producidos por el iris en pupilas poco dilatadas, sombras generadas por pestafias o parpados,
pérdida de definicién cuando la distancia entre el ojo y la cdmara no es adecuada o manchas
fijas debidas a suciedad en el sistema 6ptico. No obstante, diversos estudios han demostrado
gue la fiabilidad en la evaluacién de los cambios vasculares retinianos mediante técnicas de
imagen estandarizadas es elevada, lo que respalda su utilidad como herramienta reproducible
en investigacion clinica (81).

1.3.2. OCT

La OCT es una técnica de imagen no invasiva que permite obtener imagenes transversales de

alta resolucién de las estructuras oculares mediante interferometria de baja coherencia. Esta

tecnologia fue descrita por primera vez en 1991 (82) y permite detectar estructuras tisulares a
escala micrométrica. Desde su introduccidn, se ha consolidado como la modalidad de imagen

estructural mas utilizada en oftalmologia clinica para el estudio de la retina y del nervio dptico
(83).

Los primeros sistemas de OCT utilizaban tecnologia time-domain, con velocidades de
adquisicion de aproximadamente 400 A-scans por segundo y cortes radiales separados entre
si, lo que implicaba la posibilidad de no detectar pequefias lesiones retinianas entre los
escaneos.

Posteriormente, la OCT de dominio espectral (SD-OCT) permitioé un incremento notable en la
velocidad de adquisicién, alcanzando aproximadamente 20.000—40.000 A-scans por segundo,
lo que mejoré la resolucidn de las imagenes, redujo los artefactos de movimiento y permitié
obtener escaneos continuos de dreas retinianas mas amplias. Ademas, la resolucidn axial pasé
de aproximadamente 10-15 pum en los sistemas time-domain a valores cercanos a 3 um (84).

Posteriormente, la introduccion de la técnica enhanced depth imaging (EDI) permitié mejorar
la visualizacion de estructuras profundas como la coroides (85) y mas recientemente, la
tecnologia swept-source OCT (SS-OCT). El SS-OCT emplea un laser de barrido con longitudes de
onda mas largas, generalmente alrededor de 1050 nm, lo que permite una mayor penetracion
en los tejidos y velocidades de adquisicidn superiores, que pueden alcanzar 100.000-400.000
A-scans por segundo. Esta tecnologia facilita la visualizacion detallada de estructuras
profundas como la coroides y la interfaz coroides-esclera, ademds de permitir una visualizacién
simultanea del vitreo y de las capas retinianas (86).

En el presente estudio se utilizé un sistema DRI OCT Triton (Topcon) basado en tecnologia
swept-source, con una velocidad de adquisicién aproximada de 100.000 A-scans por segundo,
con una resolucidn axial éptica reportada en torno a 8 um y resolucion digital de
aproximadamente 2,6 um, seguin especificaciones del fabricante y una longitud de onda de
1050 nm. Este dispositivo permite una visualizacidn detallada de las diferentes capas
retinianas, incluyendo retina externa y coroides, y dispone de algoritmos automaticos de
segmentacién capaces de identificar multiples interfaces anatdmicas.
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1.3.3. Angiografia por OCT

1.3.3.1. Anatomia vascular de la retina

La circulacién retiniana se organiza en varios plexos capilares intrarretinianos distribuidos a
diferentes niveles de la retina, con el fin de satisfacer las elevadas demandas metabdlicas de
sus capas internas. La retina, como extensién del sistema nervioso central, comparte
importantes similitudes anatémicas y fisiolégicas con el tejido cerebral, y la microvasculatura
retiniana presenta caracteristicas comunes con la microvasculatura cerebral. Por ello, la retina
se ha propuesto como un modelo accesible para estudiar alteraciones neurovasculares y
microvasculares relacionadas con el sistema nervioso central (87, 88).

En este contexto, los cambios en la microvasculatura retiniana se han asociado con diversas
enfermedades sistémicas. Entre los ejemplos mas conocidos se incluyen el estrechamiento
arteriolar en la hipertension arterial, la presencia de microaneurismas y hemorragias en la
retinopatia diabética, y las alteraciones microvasculares vinculadas a enfermedad de pequefio
vaso cerebral y mayor riesgo de ictus (89).

Desde el punto de vista anatdmico, la microvasculatura retiniana puede describirse como un
sistema compuesto por varios plexos intrarretinianos: el plexo capilar radial peripapilar, el
plexo vascular superficial (PVS), el plexo vascular intermedio (PVI) y el plexo vascular profundo
(PVP), cuya presencia y distribucion varian segun la regién retiniana analizada (90). El PVS se
localiza principalmente en la capa de fibras nerviosas y la capa de células ganglionares,
mientras que el PVl y el PVP se sitdan en niveles mas profundos, principalmente en relacién
con la capa nuclear interna y la capa plexiforme externa. Aunque la OCTA permite diferenciar
estos plexos con mayor detalle, en la practica clinica y en muchos estudios de imagen se
emplea una simplificacién funcional basada en dos complejos vasculares principales: PVS 'y
PVP. En el presente estudio se adoptd esta aproximacion.

Figura 3. Distribucidn anatémica de los plexos vasculares retinianos mediante OCT y su
correspondencia con OCTA. NFL: capa de fibras nerviosas; GCL: capa de células ganglionares;
IPL: capa plexiforme interna; INL: capa nuclear interna; OPL: capa plexiforme externa y fibras
de Henle; ONL: capa nuclear externa; PR: capa de fotorreceptores; RPE: epitelio pigmentario
de la retina. RPCP: plexo capilar peripapilar radial; SVP: plexo vascular superficial; ICP: plexo
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capilar intermedio; DCP: plexo capilar profundo. Extraido de la referencia 90.
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Por debajo de la retina neurosensorial se encuentra la coroides, una estructura altamente
vascularizada que puede dividirse en la coriocapilaris, la capa de Sattler y la capa de Haller. La
coriocapilaris constituye la capa vascular mas interna de la coroides y esta formada por una
red capilar fenestrada situada adyacente a la membrana de Bruch y al epitelio pigmentario de
la retina. Esta red presenta una disposicion lobular y un flujo sanguineo elevado, y su funcién
principal es proporcionar oxigeno y nutrientes a la retina externa, especialmente a los
fotorreceptores y al epitelio pigmentario, asi como contribuir a la eliminacién de productos de
desecho y al mantenimiento de la homeostasis metabdlica y térmica de la retina externa (91,
92). Las capas mas profundas de la coroides estdn formadas por la capa de Sattler, compuesta
por vasos de calibre intermedio, y la capa de Haller, constituida por vasos de mayor calibre,
responsables de la conduccidn del flujo sanguineo coroideo y del drenaje hacia las venas
vorticosas (92).

En conjunto, la retina presenta una doble irrigacién: la retina interna depende principalmente
de la circulacién retiniana, mientras que la retina externa, relativamente avascular, recibe su
aporte metabdlico por difusién desde la circulacién coroidea a través del epitelio pigmentario
y la membrana de Bruch (89, 91).

1.3.3.2 Principios de la angiografia por tomografia de coherencia dptica.

La OCTA constituye una extension funcional del OCT que permite visualizar la microvasculatura
retiniana sin necesidad de contraste intravenoso. Esta técnica detecta el flujo sanguineo
analizando las variaciones en la seial de OCT generadas por el movimiento de los eritrocitos
entre multiples escaneos consecutivos del mismo punto retinal (93).

Mediante algoritmos de segmentacion, las plataformas OCTA permiten separar la sefial
angiografica correspondiente a diferentes capas retinianas y calcular parametros cuantitativos
como la densidad vascular, las dreas de no perfusién y las dimensiones de la zona avascular
foveal (ZAF), asi como detectar y cuantificar areas de neovascularizacion retiniana o coroidea
(94).
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Entre las principales limitaciones de la OCTA se incluyen su sensibilidad a artefactos de
movimiento, errores de segmentacion, artefactos de proyeccién y la dependencia de la calidad
de la sefial. Ademas, las métricas derivadas de OCTA representan indices indirectos de
perfusion, ya que la técnica no mide de forma directa la velocidad ni el volumen absoluto del
flujo sanguineo. Métodos complementarios, como el Doppler OCT, pueden estimar
parametros hemodindmicos adicionales, aunque su aplicacidn clinica rutinaria continda siendo
limitada (94, 95).

1.3.3.4. Densidad vascular y capilar.

La densidad vascular (DV) se cuantifica midiendo el porcentaje del area del plexo capilar
retiniano ocupada por pixeles con sefial de flujo en imagenes en face de OCTA, distinguiendo
pixeles vasculares de no vasculares; esta es la métrica estandar en sistemas comerciales como
Topcon (96).

Debe tenerse en cuenta que la resolucion transversal de los sistemas comerciales de OCTA,
situada aproximadamente en el rango de 15-20 um, puede ser superior al didmetro real de los
capilares retinianos, estimado en torno a 5-10 um. Como consecuencia, los capilares pueden
aparecer ensanchados en las imagenes OCTA, produciendo una sobreestimacion aparente del
calibre vascular respecto a la histologia (97).

Una reduccidn de la DV indica generalmente menor area capilar perfundida, sugiriendo
pérdida capilar o zonas de no perfusién; sin embargo, también puede deberse a flujo lento o
calibre, baja calidad de sefial, errores de segmentacidn o vasos por debajo del umbral de
deteccidn. Por ello, la VD debe considerarse un marcador indirecto de perfusion, mas que una
medida anatémica exacta de la red vascular (94, 96).

Ademas de la DV, alteraciones morfolégicas como microaneurismas, zonas de no perfusion,
capilares dilatados o neovascularizacién aportan informacién diagnéstica clave para distintas
enfermedades retinianas (96, 98).

1.3.3.5. Visualizacion de la microvasculatura en OCTA

Para el andlisis de la microvasculatura mediante OCTA, los plexos intrarretinianos se agrupan
habitualmente en dos complejos vasculares principales: el PVS y el PVP. Esta simplificaciéon
responde a razones practicas relacionadas con la segmentacién automatica de las imagenes
(90). El limite entre ambos complejos se sitla generalmente en la interfase entre la capa
plexiforme interna y la capa nuclear interna, lo que permite obtener angiogramas
independientes de cada red capilar.

En la fovea, ambos plexos convergen en un anillo capilar que rodea la ZAF. La cuantificacién de
la ZAF mediante OCTA puede verse afectada por factores como la longitud axial, la escala de
imagen y el método de segmentacién, por lo que no existe una metodologia completamente
uniforme entre estudios (99). El ensanchamiento de la ZAF se interpreta habitualmente como
un marcador indirecto de pérdida capilar (100). Por este motivo, y ante la variabilidad de los
métodos automaticos de deteccidn, en el presente estudio se opté por la delineacién manual
por evaluadores expertos
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En OCTA, las imagenes en face de la coriocapilaris se generan habitualmente segmentando la
membrana de Bruch y situando un segundo limite varios micrémetros por debajo de esta,
creando un slab fino de aproximadamente 10—-30 um de espesor, lo que denominamos plexo
vascular de la coriocapilar (PVC). A diferencia de los plexos retinianos, la coriocapilaris no se
visualiza como vasos capilares individualizados, sino como un patrén granular de areas hiper e
hiporreflectivas alternantes. Las zonas hiperreflectivas se interpretan como regiones con flujo
preservado, mientras que las areas hiporreflectivas, denominadas flow voids, pueden reflejar
reduccion del flujo o pérdida capilar (94, 101).

La evaluacién de la coriocapilaris puede verse afectada por artefactos de sombreado
producidos por vasos retinianos suprayacentes o por estructuras patoldgicas, como drusas,
alteraciones del epitelio pigmentario o neovascularizacién coroidea. Aunque los sistemas
swept-source OCT y los algoritmos de reduccidn de artefactos de proyeccidn han mejorado
parcialmente estas limitaciones, la cuantificacién de la coriocapilaris sigue dependiendo de la
calidad de sefial, la segmentacion, la compensacidon de sombra y el método de umbralizacion
utilizado (94, 102).

Desde el punto de vista fisioldgico y clinico, la perfusién de la coriocapilaris puede variar con la
edad y con factores sistémicos, y se ha relacionado con distintas patologias oculares. Por
ejemplo, la miopia alta se ha asociado con reduccién de la densidad capilar retiniana y
aumento de déficits de flujo en la coriocapilaris, mientras que la degeneracion macular
asociada a la edad se ha relacionado histolégicamente con pérdida de coriocapilaris,
especialmente en fases avanzadas o en areas de atrofia (103, 104).

1.4. La retina como biomarcador no invasivo de la salud
vascular y cerebral

1.4.1. Retina como reflejo de la salud vascular

La retina constituye un modelo especialmente util para evaluar la salud microvascular
sistémica, ya que permite observar de forma directa y no invasiva arteriolas, vénulas y
capilares mediante técnicas de imagen ocular gracias a la transparencia ocular.

1.4.1.1. Retinografia: evaluacidn estructural de la microvasculatura sistémica

Los cambios en el calibre de los vasos retinianos han sido ampliamente estudiados en relacion
con los factores de riesgo cardiovascular. En particular, el aumento de la presién arterial se ha
asociado de forma consistente con el estrechamiento arteriolar retiniano, reflejando un estado
de vasoconstriccion periférica sistémica (105, 106).

Un ejemplo destacado es el estudio poblacional EPIC-Norfolk Eye Study, que analizé imagenes
retinianas en 7.411 participantes con multiples factores de riesgo cardiovascular. Este estudio
mostro que los factores de riesgo cardiometabdlico se asocian con cambios en la tortuosidad y
el calibre venular, mientras que los factores de riesgo aterosclerdticos se relacionan
principalmente con el calibre arteriolar (107).
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Asimismo, distintos estudios han demostrado que marcadores de dislipidemia se asocian con
dilatacién venular retiniana (108). De forma similar, la obesidad se ha relacionado con un
aumento del calibre venular y una reduccidn del calibre arteriolar retiniano (109, 110).

En la diabetes mellitus, los cambios en la microvasculatura retiniana reflejan la afectacion
microvascular sistémica. La dilatacidn venular se correlaciona con la gravedad de la retinopatia
y puede predecir su progresion, probablemente en relacidon con fenémenos de hipoxia crénica
y disfuncién endotelial (111, 112). Ademas, alteraciones metabdlicas como niveles elevados de
colesterol, mayor indice de masa corporal o mal control glucémico se han asociado con
vénulas mas anchas y cambios en la arquitectura vascular retiniana (107).

En pacientes con enfermedad renal crdénica, la retinopatia es mas frecuente incluso tras ajustar
por factores de riesgo tradicionales como diabetes o proteinuria. Ademas, su gravedad se ha
relacionado con la disminucién de la tasa de filtracién glomerular y con la progresién de la
enfermedad renal (113, 114).

En conjunto, estos hallazgos apoyan la hipdtesis de que la microvasculatura retiniana puede
actuar como un biomarcador accesible de alteraciones vasculares sistémicas, reflejando
procesos de disfuncién endotelial y dafio microvascular presentes en multiples enfermedades
cardiovasculares y metabdlicas (115, 116).

La retinografia ha evolucionado desde un enfoque predominantemente descriptivo hacia un
modelo cuantitativo apoyado en inteligencia artificial, capaz de identificar patrones vasculares
no detectables mediante evaluacidn clinica convencional. Algoritmos de deep learning han
demostrado una notable capacidad para predecir factores de riesgo cardiovascular y eventos
sistémicos a partir de imagenes retinianas, integrando multiples biomarcadores
microvasculares en modelos predictivos complejos en varios ambitos de la medicina (117-119)

En el contexto del COVID-19, algunos estudios describieron alteraciones retinianas mediante
retinografia. Uno de los mas citados es el estudio de Invernizzi et al., que analizé 54 pacientes
aproximadamente 30 dias tras el inicio de los sintomas. En este trabajo se observaron
hemorragias retinianas en el 9,3% de los pacientes, exudados algodonosos en el 7,4% y drusas
en el 11,1%. Ademads, en la exploracidn funduscdpica se describieron venas dilatadas en el
27,7% de los casos y vasos tortuosos en el 12,9%. Asimismo, los pacientes con COVID-19
presentaron mayores diametros arteriales y venosos medios en comparacidn con sujetos no
expuestos (19).

No obstante, estos hallazgos deben interpretarse con cautela, ya que estudios posteriores no
reprodujeron de forma consistente estos resultados. Ademas, el reducido tamano muestral y
la elevada prevalencia de factores de riesgo cardiovascular en la cohorte, como hipertension
arterial y diabetes mellitus, pudieron actuar como factores de confusién.

1.4.4.1.2. Tomografia de coherencia éptica: caracterizacion estructural retiniana

En los ultimos afios, la OCT ha emergido como una herramienta relevante para la evaluacion
de alteraciones estructurales retinianas y coroideas asociadas a enfermedades vasculares
sistémicas. En pacientes con hipertensién arterial se han descrito cambios en pardmetros de
OCT, incluyendo adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas retinianas, reduccion del
volumen macular y afectacion del complejo de células ganglionares (120).
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Mas recientemente, se ha descrito una mayor prevalencia de lesiones isquémicas
perivasculares retinianas compatibles con lesiones crénicas de PAMM (Maculopatia Media
Aguda Paracentral) en pacientes con hipertensidn, incluso en casos leves, lo que sugiere su
posible utilidad como marcador precoz de afectacién microvascular retiniana (121). Estas
lesiones también se han asociado con ictus subcortical y mayor carga de enfermedad de
pequefio vaso cerebral, reforzando la relacién entre la microvasculatura retiniana y cerebral
(122).

Ademas, factores de riesgo cardiovascular y la presencia de enfermedad cardiovascular
subclinica se han relacionado con cambios en el grosor macular y en la capa de fibras nerviosas
retiniana (123, 124). También se ha descrito una reduccidn del grosor coroideo en pacientes
con enfermedad coronaria en comparacién con sujetos sanos, lo que podria reflejar una
afectacidn vascular sistémica con expresion en la circulacién coroidea (125).

1.4.4.1.3. Angiografia por OCT: cuantificacidn de la microvasculatura retiniana

La OCTA se ha consolidado como una herramienta clave para la evaluacidn no invasiva de la
microvasculatura retiniana en enfermedades sistémicas.

En el contexto de la diabetes, la OCTA reproduce hallazgos clasicos observados en la
angiografia con fluoresceina, como microaneurismas, neovascularizacion, dilatacion capilary
areas de no perfusion. En fases tempranas, incluso antes de la aparicidn de retinopatia
diabética clinica, se han descrito alteraciones cuantitativas en la regién perifoveal. Ragkousis et
al. observaron una reduccion de la DV alrededor de la ZAF, especialmente en el drea
perifoveal, proponiéndola como posible biomarcador de retinopatia diabética preclinica (126).
Fleissig et al. también describieron aumento del area de la ZAF y cambios de no perfusidn
foveal en pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2 sin signos clinicos de retinopatia diabética
(127). De forma concordante, en individuos con prediabetes, un metaanalisis reciente observo
un aumento del drea de la ZAF en comparacion con controles normoglucémicos (128).
Ademas, métricas de la coriocapilaris, combinadas con parametros retinianos, han mostrado
mejorar la discriminacidn entre sujetos sin diabetes, pacientes diabéticos sin retinopatia y
pacientes con retinopatia diabética, lo que sugiere una posible afectacién coroidea temprana
(129).

En pacientes con diabetes y afectacion renal, las alteraciones en OCTA también parecen
reflejar dafio microvascular sistémico. En diabetes tipo 1, se han descrito asociaciones entre
enfermedad renal diabética y parametros OCTA como menor DV superficial, cambios en la ZAF
y alteraciones en la densidad/perfusion capilar, en relacién con marcadores renales como el
filtrado glomerular estimado vy la relacidn albumina/creatinina (130, 131).

En otras patologias retinianas vasculares, como la oclusién de vena retiniana, el area de no
perfusion medida mediante OCTA se correlaciona con la angiografia con fluoresceina y
presenta valor prondstico en la agudeza visual (132, 133).

En hipertension arterial sistémica, un metaanalisis mostré una reduccidn de la DV tanto en el
SCP como en el DCP, junto con cambios en parametros de la ZAF, lo que apoya la existencia de
afectacion microvascular retiniana medible mediante OCTA (134). Ademas, estudios con
swept-source OCTA han descrito cambios en la coriocapilaris en pacientes hipertensos,
incluyendo alteraciones en déficits de flujo o perfusién coriocapilar (135, 136). De forma mas
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especifica, Chua et al. observaron que una menor densidad capilar superficial se asociaba con
marcadores de remodelado cardiaco adverso, incluyendo mayor masa ventricular izquierda y
fibrosis miocardica en pacientes con hipertension (137).

En pacientes con enfermedad coronaria, diversos estudios han evidenciado una disminucidn
significativa de la DV superficial y del flujo en la coriocapilar, asocidndose estos cambios con un
peor estado cardiovascular (137-139), si bien el papel del plexo profundo y de la ZAF en esta
patologia aun requiere mayor investigacion.

1.4.2. Retina como ventana al sistema nervioso central

La conocida expresion “los ojos son la ventana del alma” se ha relacionado tradicionalmente
con ideas atribuidas a fildsofos clasicos como Cicerdn, quien describia los ojos como
intérpretes del estado interior de la persona. Desde una perspectiva cientifica moderna, esta
idea adquiere un significado diferente: la retina, que tapiza la superficie interna del ojo,
constituye una extensidon anatémica y embrioldgica del sistema nervioso central.

Las células ganglionares retinianas y sus axones, que forman el nervio dptico, comparten
caracteristicas estructurales, vasculares e inmunolégicas con el cerebro. Por ello, la retina se
ha considerado una “ventana al cerebro”, y su estudio mediante técnicas de imagen ocular se
ha propuesto como un método no invasivo para investigar procesos neurolégicos y
neurodegenerativos (140).

Figura 4. Extraida de London et al (140). Cémo el ojo constituye una extensidn del SNC. A: las
células ganglionares retinianas, presentan caracteristicas estructurales comparables a las
neuronas del SNC. B: Los axones de estas células, mielinizados por oligodendrocitos tras
atravesar el globo ocular, constituyen el nervio éptico, que proyecta hacia el nicleo geniculado
lateral (LGN) y el coliculo superior (SC). (c) El dafio en el nervio dptico limita la regeneracion
axonal también de las células no afectadas. (d,e) La barrera hematorretiniana interna es
equivalente a la barrera hematoencefalica (d), y existen moléculas con funcién
inmunorreguladora equivalentes (e). Abreviaturas: CSPG, proteoglicano de sulfato de

25



condroitina; LGN, nucleo geniculado lateral; NgR, receptor Nogo; SC, coliculo superior.
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1.4.2.1. Retinografia y su uso en enfermedades neuroldgicas

Diversos estudios han sugerido que las alteraciones de la microvasculatura retiniana podrian
reflejar procesos de enfermedad de pequefio vaso cerebral y relacionarse con el deterioro
cognitivo, lo que apoya el uso potencial de la retinografia como biomarcador accesible de
patologia neurovascular.

En el seguimiento longitudinal del estudio ARIC, Lesage et al. analizaron 803 participantes con
retinografia y cuatro evaluaciones cognitivas. La presencia de signos de retinopatia y de
estrechamiento arteriolar focal se asocié con un mayor deterioro cognitivo, especialmente en
el Word Fluency test y en el Digit Symbol Substitution test, pruebas relacionadas con funcién
ejecutiva y velocidad de procesamiento, dominios sensibles a la enfermedad microvascular
cerebral (141).

En la misma cohorte, Wong et al. mostraron que las anomalias microvasculares retinianas,
incluyendo microaneurismas, hemorragias retinianas y exudados algodonosos, se asociaban
con mayor riesgo de ictus incidente, apoyando la relacidn entre dafio microvascular retiniano y
enfermedad cerebrovascular (142). Asimismo, Kawasaki et al. observaron que la retinopatia y
el cruce arteriovenoso patoldgico se asociaban con mayor riesgo de agrandamiento ventricular
cerebral a 10 afios, lo que sugiere enfermedad microvascular de localizacién subcortical (143).

No obstante, las medidas estructurales simples, como el calibre arteriolar o venular, han
mostrado resultados menos consistentes. En el Rotterdam Study, de Jong et al. observaron
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gue el ensanchamiento venular se asociaba con mayor riesgo de demencia vascular, aunque
no todos los pardmetros de calibre mostraron asociaciones robustas con deterioro cognitivo o
demencia (144). De forma similar, la revision sistematica de McGrory et al. concluyd que la
evidencia sobre retinografia y demencia es heterogénea, y que las medidas cuantitativas
simples de la vasculatura retiniana no muestran una asociacion consistente con los desenlaces
cognitivos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que los signos clinicos de retinopatia podrian
reflejar dafio microvascular cerebral de forma mas directa que el calibre vascular aislado (145).

1.4.2.2. La tomografia de coherencia dptica y su uso en enfermedades neuroldgicas

En los ultimos afios, la OCT se ha consolidado como herramienta no invasiva clave para el
analisis estructural de la retina, gracias a su capacidad para visualizar con precision su
organizacién laminar especializada y detectar alteraciones sutiles en las capas neuronales.

La OCT no solo identifica cambios cualitativos como hiperreflectividades en capas internas,
desorganizacién arquitectural o dafio axonal, sino que también permite mediciones
cuantitativas objetivas del grosor y volumen de las capas retinianas mediante algoritmos de
segmentacién automatizada.

En la esclerosis multiple, la OCT cuantifica con precision el adelgazamiento de la capa de fibras
nerviosas retinianas peripapilar y del complejo ganglionar interno plexiforme, mas marcado en
ojos con historia de neuritis dptica, pero detectable incluso sin ella, lo que indica
neurodegeneracion subclinica (146-148). Ademas, la atrofia de capas retinianas se ha
relacionado con medidas de atrofia cerebral por resonancia magnética y con la progresion de
la enfermedad, reforzando el valor de la OCT como biomarcador estructural de
neurodegeneracion en esclerosis multiple (147, 148).

En la enfermedad de Parkinson, incluso cuando la agudeza visual puede permanecer
relativamente preservada, se han descrito alteraciones de la sensibilidad al contraste y otros
parametros de funcion visual (149). Estudios de OCT han observado adelgazamiento de la RNFL
y de capas retinianas internas en comparacion con controles sanos (150, 151). Estos hallazgos
han sido respaldados por metaanalisis que muestran una reduccidn significativa del grosor
medio de la RNFL en pacientes con Parkinson frente a controles (152).

En la enfermedad alzhéimer se ha identificado la acumulacién anémala de B-amiloide y
proteina tau fosforilada en tejido retiniano, reproduciendo parcialmente, el fenotipo
neuropatoldgico (153). Asimismo, estudios con OCT han observado con pérdida de células
ganglionares, adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas retinianas (154, 155) y una
reduccion del volumen macular, que se correlaciona con tests que miden el deterioro cognitivo
(154). Estos hallazgos han sido respaldados por un metaanalisis que incluyd 30 estudios, con
1257 pacientes con Alzheimer, 305 con deterioro cognitivo leve y 1460 controles, en el que se
observé adelgazamiento significativo del complejo de células ganglionares, la capa GC-IPLy la
RNFL peripapilar, asi como reduccion del volumen macular y menor grosor coroideo en
comparacion con controles sanos (156).
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1.4.2.3. La angiografia por OCT y su uso en enfermedades neuroldgicas

Como se ha sefialado previamente, las alteraciones de la microvasculatura retiniana se han
relacionado con la presencia y progresion de enfermedad de pequefio vaso cerebral, pudiendo
actuar como marcadores indirectos de dafio neurovascular (157).

En este contexto, la OCTA ha permitido estudiar de forma no invasiva la microcirculacion
retiniana y su relacién con el deterioro cognitivo. Un metaanalisis reciente mostré que los
pacientes con enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo leve presentan una menor DV
del PVS y un aumento del area de la ZAF en comparacién con controles sanos (158). Estudios
individuales en Alzheimer y deterioro cognitivo leve también han descrito reduccion de la DV
macular, alteraciones de la ZAF y cambios neurodegenerativos retinianos asociados a deterioro
cognitivo (159-161).

En enfermedad de Parkinson, Kwapong et al. aplicaron OCTA en pacientes en fases iniciales y
observaron una disminucién de la densidad microvascular parafoveal en el PVS, asociada
ademas con adelgazamiento del complejo de células ganglionares y plexiforme interno (162).
Resultados posteriores han confirmado alteraciones de la microvasculatura macular en
Parkinson, incluyendo reduccién de la DV superficial y de la densidad de perfusién parafoveal
en comparacion con controles (163). Murueta-Goyena et al. describieron un remodelado
foveal de la microvasculatura retiniana en Parkinson, con alteraciones del lecho vascular
alrededor de la ZAF y cambios parafoveales relacionados con adelgazamiento de capas
retinianas internas (164).

En la esclerosis multiple, la OCTA también ha mostrado alteraciones microvasculares
retinianas. Murphy et al. describieron una reduccién de la DV del PVS en ojos con esclerosis
multiple, tanto con o sin antecedente de neuritis dptica. Ademas, una menor densidad del PVS
se asocié con peor funcién visual, mayor duracién de la enfermedad y mayor discapacidad
neuroldgica (165). Otros estudios han descrito disminucidn de la DV peripapilar y alteraciones
en el plexo capilar radial peripapilar, especialmente en formas remitente-recurrentes o en
estadios mds avanzados, aunque los resultados sobre la ZAF no han sido consistentes entre
estudios.

En el contexto del sindrome post-COVID, esta evidencia resulta especialmente relevante, ya
que las alteraciones microvasculares retinianas podrian reflejar mecanismos de disfuncién
microvascular implicados en las secuelas neurocognitivas descritas tras la infeccién por SARS-
CoV-2.
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2. JUSTIFICACION

El ojo constituye una ventana Unica para el estudio de la salud sistémica, ya que permite la
evaluacion directa y no invasiva del sistema microvascular. En la dltima década, numerosos
estudios han demostrado que muchas alteraciones estructurales de la retina reflejan procesos
patoldgicos sistémicos (166). En este contexto, la retina ofrece una oportunidad especialmente
relevante para explorar enfermedades con afectacién endotelial y microvascular, como la
enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19).

El COVID-19, causada por el virus SARS-CoV-2 y descrita inicialmente en Wuhan (China) a
finales de 2019, fue declarada pandemia por la Organizacién Mundial de la Salud en marzo de
2020 (167). Tras el impacto inicial de la fase aguda, la evolucion temporal de la pandemia puso
de manifiesto una nueva realidad clinica: el long COVID, cuyos mecanismos fisiopatolégicos
aun no se comprenden completamente (168).

Las manifestaciones sistémicas del COVID-19 van mas alla del aparato respiratorio e incluyen
complicaciones cardiovasculares (169), renales (170), hepaticas, gastrointestinales,
neuroldgicas y microvasculares, con afectacién de érganos como la piel y la retina (9, 171,
172). Un elemento central en su fisiopatologia es la interaccion con el receptor ACE2,
ampliamente expresado en el endotelio vascular, y que genera un desequilibrio del eje renina-
angiotensina, favoreciendo vasoconstriccién, inflamacidn, estrés oxidativo y fibrosis (9, 10, 11,
30, 172). Paralelamente, la activacién del sistema del complemento y la liberacién de citocinas,
especialmente la IL-6, contribuyen a un estado proinflamatorio, promoviendo la formacion de
microtrombos y dafio microvascular difuso (173-175).

La disfuncion endotelial y la afectacién microvascular parecen ser elementos clave tanto en la
fase aguda como en las manifestaciones persistentes de la enfermedad. El long COVID se
asocia a sintomas como fatiga, disautonomia, y alteraciones neurocognitivas, vinculados a
inflamacidn persistente y desregulacién inmunitaria (176—179). Estudios de neuroimagen han
descrito adelgazamiento cortical, alteraciones en la sustancia blanca y cambios en redes
funcionales (180-181). Asimismo, factores como la gravedad de la infeccidn o la hipoxia
pueden contribuir al deterioro cognitivo observado en el long COVID (182-183).

En este escenario, las técnicas de imagen oftalmoldgica, como la retinografia, la OCT y la OCTA,
son herramientas rdpidas, reproducibles y no invasivas para el estudio in vivo de la
microvasculatura retiniana, y potencialmente, de la microvasculatura cerebral y sistémica. En
particular, la OCTA permite analizar en detalle los distintos plexos vasculares retinianos sin
necesidad de contraste intravenoso, lo que la convierte en una técnica especialmente Util para
el estudio de enfermedades sistémicas con afectaciéon microvascular (184).

Este proyecto se inicié durante la fase aguda de la pandemia, lo que permitio la inclusién de
pacientes desde el momento temprano de la infeccidn y su posterior seguimiento longitudinal.
Mediante un enfoque combinado, integrando un estudio prospectivo con seguimiento
longitudinal y un estudio transversal en una cohorte independiente de pacientes con long
COVID, este trabajo analiza de forma integral la afectacidon microvascular retiniana asociada al
COVID-19. Este disefio permite explorar tanto los cambios iniciales tras la infeccién como su
persistencia en el tiempo y su posible relacién con las manifestaciones clinicas prolongadas.
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3. HIPOTESIS

3.1. Hipdtesis principal

La infeccion por el virus SARS-CoV-2 induce un dafio endotelial que se manifiesta como
alteraciones microvasculares en la retina. Estas alteraciones son detectables y cuantificables
de forma no invasiva mediante angiografia por tomografia de coherencia déptica, y su magnitud
esta asociada a la gravedad clinica de la enfermedad.

3.2. Hipotesis secundarias

1. Las técnicas de imagen oftalmoldgica convencional, como la retinografia y la
tomografia de coherencia dptica, muestran alteraciones atribuibles a la infeccion por
SARS-CoV-2.

2. Los pacientes que han sufrido la infeccién por SARS-CoV-2 presentan una mayor
incidencia de eventos vasculares o manifestaciones oftalmoldgicas clinicamente
relevantes a lo largo del seguimiento.

3. Las alteraciones microvasculares retinianas se asocian con la persistencia de sintomas
en long COVID, existiendo un perfil de alteracién microvascular diferencial entre
aquellos pacientes con y sin deterioro cognitivo.

30



4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo principal

Evaluar los efectos a largo plazo de la infeccién por SARS-CoV-2 sobre la microvasculatura
retiniana, mediante el andlisis de la densidad vascular retiniana utilizando OCTA.

4.2. Objetivos secundarios

1. Evaluar la presencia de alteraciones macroscdpicas en el fondo de ojo observadas en
retinografia.

2. Analizar las alteraciones estructurales retinianas mediante OCT.

3. Determinar la incidencia de eventos vasculares o manifestaciones oftalmoldgicas
clinicamente relevantes durante el seguimiento.

4. Explorar la asociacion entre las alteraciones microvasculares retinianas y la presencia
de sintomas persistentes compatibles con long COVID con o sin deterioro cognitivo.
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5. METODO

5.1. Comité ético

El presente estudio se llevd a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki.
Todos los participantes proporcionaron consentimiento informado por escrito antes de su
inclusion. La cohorte de pacientes con COVID-19 en Espafia fue aprobada por el Comité de
Etica del Hospital Universitario Vall d’Hebron (cédigo PR (AG) 337/2020) y por el Comité de
Etica del Institut d’Investigacié en Atencié Primaria Jordi Gol (IDIAPJGol; referencia 21/220-P).

5.2. Inclusion y seleccion de pacientes

5.2.1. Cohorte COVID

Disefiamos un estudio de casos y controles. Los participantes del grupo de casos fueron
pacientes de entre 18 y 55 afios con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada mediante PCR en los
3 meses previos al momento de la inclusidn. El estudio se llevé a cabo en el Hospital
Universitario Vall d’"Hebron (VHUH) (Barcelona, Espafia), un centro terciario docente de 1100
camas, entre el 3 de junio de 2020 y el 7 de julio de 2020.

Los casos se dividieron en tres grupos: (a) grupo 1 — enfermedad leve: pacientes
asintomaticos o paucisintomaticos con infeccion por SARS-CoV-2 confirmada por laboratorio
que recibieron atencion ambulatoria; (b) grupo 2 — enfermedad moderada: pacientes que
requirieron ingreso hospitalario por neumonia por SARS-CoV-2 pero que no desarrollaron
sindrome de distrés respiratorio agudo ni insuficiencia respiratoria y presentaron valores de IL-
6 inferiores a 40 pg/mL durante el ingreso; (c) grupo 3 — enfermedad grave: pacientes que
desarrollaron sindrome de distrés respiratorio agudo y requirieron ingreso en la UCI, con
valores de IL-6 superiores a 40 pg/mL en algiin momento durante la hospitalizacion.

El grupo control estuvo formado por sujetos sanos con serologia negativa para SARS-CoV-2 y
ausencia de sintomas virales en las cuatro semanas previas a la inclusion. El grupo control y el
grupo 1 se seleccionaron aleatoriamente entre trabajadores sanitarios del VHUH con
serologias negativas y positivas, respectivamente, y se emparejaron 1:1 por edad y sexo.

Para la seleccion de los pacientes con enfermedad moderada y grave se realizd un proceso de
cribado secuencial a partir de los pacientes hospitalizados por infeccidon por SARS-CoV-2.
Inicialmente se identificaron 848 pacientes hospitalizados. De ellos, 432 no presentaron distrés
respiratorio, mientras que 295 desarrollaron distrés respiratorio o fallo respiratorio. Entre los
pacientes que sobrevivieron al episodio agudo (409 en el grupo sin distrés respiratorio y 156
en el grupo con distrés respiratorio), se evaluaron los niveles de IL-6. En el grupo sin distrés
respiratorio, 165 pacientes presentaban IL-6 <40 pg/mL, mientras que en el grupo con distrés
respiratorio 94 pacientes presentaban IL-6 >40 pg/mL.

Posteriormente se aplico el criterio de edad del estudio (18-55 afios), lo que redujo la muestra
a 95 pacientes en el grupo sin distrés respiratorio y 27 pacientes en el grupo con distrés
respiratorio. Finalmente, tras aplicar los criterios de exclusion oftalmoldgicos y sistémicos y
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obtener el consentimiento para participar en el estudio, 24 pacientes fueron incluidos en el
grupo de enfermedad moderada y 21 pacientes en el grupo de enfermedad grave.

Se selecciond una muestra de conveniencia de aproximadamente 20 participantes por grupo
con el objetivo de realizar un estudio exploratorio.

5.2.1.1 Seguimiento

Esta cohorte se siguid hasta abril de 2023, realizdndose una visita basal y dos visitas de
seguimiento, la primera a los 8 meses de la infeccidn y la segunda aproximadamente a los 3
afios. El tiempo medio de seguimiento total fue de aproximadamente 32,6 meses (+/- 1,7
meses) desde la infeccion inicial.

5.2.2. Cohorte long COVID

Se establecid una colaboracion con el estudio The Alianca ProHEpiC-19 Cognitiu (APC) (185), un
estudio prospectivo y longitudinal disefiado para evaluar el impacto del long COVID sobre la
funcidén cognitiva y la estructura cerebral. Los participantes fueron reclutados entre enero de
2022 y marzo de 2023 en centros de atencidn primaria y hospitales del drea norte de
Barcelona (Espafa), donde se cuentan con redes de investigacion especializadas en
condiciones post-COVID. La cohorte incluyé individuos con sintomas persistentes tras
infeccion por SARS-CoV-2, sujetos recuperados sin secuelas y controles no infectados. Los
controles se seleccionan para igualar al grupo de casos en edad, sexo y otros factores
relevantes, cumpliendo ademas los criterios especificos de cada grupo.

Para el presente subestudio de disefio transversal, se incluyeron participantes previamente
seleccionados de la cohorte APC con edades comprendidas entre 20 y 70 afios. Los pacientes
con long COVID fueron definidos segun los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud. Se
excluyeron aquellos con antecedentes neuroldgicos o psiquidtricos relevantes, abuso de
sustancias, contraindicacidn para resonancia magnética o enfermedades oculares que
pudieran afectar a la microvasculatura retiniana, de acuerdo con los criterios de exclusiéon
detallados posteriormente.

El andlisis oftalmoldgico se realizd entre el 25 de enero de 2023 y el 31 de julio de 2024.
Inicialmente, se incluyeron 73 participantes de la cohorte que aceptaron someterse a la
exploracién oftalmoldgica. Posteriormente, se excluyeron 8 sujetos por criterios predefinidos:
1 por cicatriz macular en el ojo izquierdo, 5 por miopia magna y 2 por mala calidad de las
imagenes, resultando en una muestra final de 65 participantes.

Los participantes se distribuyeron en cuatro grupos: (1) controles sin antecedente de COVID-19
(n=10), (2) sujetos con antecedente de COVID-19 sin long COVID (n = 14), (3) pacientes con
long COVID y deterioro cognitivo (n = 31) y (4) pacientes con long COVID sin deterioro
cognitivo (n = 10). Todos los participantes con antecedente de infeccidén presentaban
diagndstico confirmado de COVID-19 mediante PCR u otros métodos validados.

5.2.3. Criterios de exclusidon para ambas cohortes

Se excluyeron del estudio los participantes con miopia magna (definida como un error
refractivo mayor de -6 dioptrias) debido a su posible impacto en la salud retiniana y en las
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imagenes. Asimismo, se excluyeron aquellos con patologias retinianas preexistentes, como
retinopatia diabética o hipertensiva, para evitar efectos de confusién relacionados con estas
enfermedades. Ademas, los participantes con trastornos vasculares sistémicos activos, como
hipertension maligna, mieloma multiple o hiperglobulinemia, también fueron excluidos por su
posible influencia significativa en la salud ocular y por comprometer los resultados del estudio.

5.2.4. Integracion de cohortes para analisis comparativo

En el apartado 6.7 se realiza un analisis comparativo entre la cohorte COVID-19 evaluada en la
visita basal, y la cohorte independiente long COVID. El objetivo de este andlisis es explorar
posibles diferencias entre los distintos grupos en relacién con los parametros oftalmolégicos y
microvasculares evaluados.

Con fines practicos y con el objetivo de mantener tamafios muestrales comparables entre
grupos, se procedidé a una reorganizacidn de las cohortes en tres categorias analiticas. Esta
decisién se fundamenta ademas en los resultados obtenidos en los analisis longitudinales

previos.

De este modo, se definieron tres grupos de andlisis:

- Grupo 1: sujetos control y pacientes con infeccidn leve por SARS-CoV-2 pertenecientes
a la cohorte COVID (visita basal). En adelante, grupo 1 — Control/COVID leve.

- Grupo 2: pacientes con infeccion moderada o grave por SARS-CoV-2 de la cohorte
COVID (visita basal). En adelante, grupo 2 — COVID severo.

- Grupo 3: pacientes pertenecientes a la cohorte long COVID, incluyendo casos con long
COVID con y sin deterioro cognitivo. En adelante, grupo 3 — Long COVID

Finalmente, el tamafio muestral quedd constituido por 57 participantes en el grupo 1, 46 en el

grupo 2y 41 en el grupo 3.

5.3. Examenes realizados

En la cohorte COVID, las imagenes correspondientes a la visita basal fueron evaluadas por tres
examinadores entrenados y certificados de forma ciega, MAZ, DAR y SBG, mientras que en la
primera visita de seguimiento por SBG, DAR y MAZ, y finalmente, en la segunda visita de
seguimiento fueron analizadas por SBG, XGS y ERS.

En la cohorte de pacientes long COVID, las imagenes fueron evaluadas por SBG, AGG y MCC.

Las retinografias de ambas cohortes fueron analizadas mediante el software descrito a
continuacién, por JVQ, experto en inteligencia artificial aplicada a la vasculatura retiniana
(Erasmus Medical Center, Erasmus MC; investigador postdoctoral en Oftalmologia).

5.4. Retinografia

En cada exploracién oftalmoldgica se obtuvo una retinografia en color centrada en la macula
con un campo de 50°, utilizando una cdmara de fondo de ojo (Topcon Optical Company, Tokio,
Japdn), sin dilatacion pupilar farmacoldgica.
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5.4.1. Analisis cuantitativo

La segmentacion y clasificacion de los vasos retinianos a nivel pixel se realizé utilizando el
modelo LWNET (186), una red neuronal profunda disefiada para la deteccién automatica de la
vasculatura retiniana en imagenes de fondo de ojo. La identificacién de los segmentos
vasculares se llevé a cabo mediante el software ARIA (187), que permite detectar y definir
objetos vasculares individuales para su posterior analisis morfométrico. Asimismo, la
localizacién del disco éptico se determind mediante una red de deep learning basada en
arquitecturas tipo U-Net (188), lo que permite una deteccidn precisa de su posiciéon y tamafio
en la imagen.

Los didmetros arteriolares y venulares retinianos se cuantificaron mediante una técnica
asistida por ordenador a partir de retinografias digitalizadas. Se midieron los calibres de los
vasos que discurren en una zona anular definida alrededor del disco dptico. A partir de estas
mediciones, se calcularon el Central Retinal Artery Equivalent (CRAE) y el Central Retinal Vein
Equivalent (CRVE), que constituyen estimaciones estandarizadas del calibre medio de las
arterias y venas retinianas principales.

Para su calculo, en primer lugar, se determina la posicién y el diametro del disco dptico.
Posteriormente, en una regién comprendida entre 0,5 y 1 didmetros del disco dptico, se
identifican los principales vasos retinianos y se seleccionan hasta seis arteriolas y seis vénulas.
Para cada vaso, se calcula el didametro medio a lo largo del segmento analizado. Finalmente,
estos valores se combinan mediante férmulas estandarizadas para obtener el CRAE y el CRVE,
expresados en micrémetros. Este procedimiento ha sido ampliamente utilizado en estudios
epidemiolégicos de gran escala y ha sido adaptado para el analisis automatizado de imagenes
retinianas en cohortes poblacionales como UK Biobank (189).

La tortuosidad vascular, que describe el grado de curvatura o sinuocidad de los vasos
sanguineos, se evalud utilizando el software ARIA. Para cada segmento vascular se calculd el
denominado Distance Factor (DF), definido como el cociente entre la longitud real del vaso
siguiendo su trayectoria (s(C)) y la distancia lineal entre sus extremos (chord(C)).

Una vez obtenido este pardmetro para cada vaso, se calculé la mediana de todos los
segmentos presentes en la imagen como medida representativa de la tortuosidad retiniana
global. Valores de DF cercanos a 1 indican vasos practicamente rectos, mientras que valores
mas elevados reflejan un mayor grado de tortuosidad vascular. Este enfoque ha sido utilizado
en estudios gendmicos y epidemioldgicos recientes para caracterizar la morfologia vascular
retiniana y su asociacién con enfermedades oculares y cardiometabdlicas (190).

5.4.2. Analisis cualitativo

Las imagenes de fondo de ojo tipo fueron revisadas por los observadores expertos descritos
para cada cohorte y se anotd cualquier signo patoldgico o sugestivo de retinopatia.
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5.5. OCT

Las exploraciones de OCT se realizaron utilizando un equipo Swept-Source OCT Triton (Topcon
Corporation, Tokio, Japdn) en condiciones fisioldgicas pupilares, sin dilatacion farmacoldgica.

Se adquirieron imagenes OCT de alta definicién centradas en la macula mediante un protocolo
radial de 12 mm, asi como un escaneo automatico centrado en la févea que permitia incluir en
una misma adquisicidn la regidn macular y el disco éptico.

Adicionalmente, se empled el protocolo Macular Cube, que consiste en la adquisicidon de 256
cortes horizontales compuestos por 512 A-scans, generando un volumen tridimensional de 7 x
7 mm centrado en la févea. Este modo de adquisicion permite cuantificar el volumen total de
la region macular, denominado Total Volume, que representa el volumen de la retina
neurosensorial dentro del area definida por el mapa ETDRS.

El software del equipo proporciona un mapa de grosor retiniano segmentado segun los
sectores del esquema ETDRS, acompafiado de un cddigo de colores que refleja la desviacion
respecto a la base de datos normativa integrada del dispositivo.

Las imagenes con artefactos de movimiento, segmentacion o sefial menor a 40 fueron
excluidas.

5.5.1. Analisis cualitativo

A nivel cualitativo, todas las imagenes OCT fueron revisadas sistematicamente en busca de
alteraciones estructurales retinianas, incluyendo la presencia de bandas hiperreflectivas
compatibles con procesos inflamatorios o isquémicos, hemorragias, asi como alteraciones en
la morfologia o integridad de las distintas capas retinianas. Asimismo, se evalué el mapa de
grosor retiniano del ETDRS para identificar posibles desviaciones respecto a los valores de
referencia de la base normativa, determinando si algin paciente presentaba valores fuera del
rango considerado normal.

Figura 5. Ejemplo de OCT en un paciente del grupo de COVID severo. Se muestra el mapa de
grosor retiniano, en el que predomina la codificacion en color verde, indicativa de valores
dentro del rango de referencia de la base normativa.
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5.6. Angiografia por OCT

5.6.1. Mapas de densidad vascular

Recopilamos datos de la segmentacién automatica del PVS, el PVP y la DV del PVC en la region
macular.

La capa del PVS fue automaticamente segmentada por el software: de la membrana limitante
interna (ILM) a una profundidad de 2,6 um hasta la capa plexiforme interna (IPL).
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Figura 6. Esta es la imagen correspondiente de la DV del PVS de un participante del grupo
COVID moderado.

La capa del PVP fue segmentada automaticamente por el software pero los datos para su
delimitacion fueron introducidos de forma manual: de la capa nuclear interna (INL) a una
profundidad de 15,6 um. IPL/INL a 15,6 um a INL/capa plexiforme exterior a 70,2 um.
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Figura 7. Esta es la imagen correspondiente de la DV del plexo profundo de un participante del
grupo COVID severo.

Por ultimo, el PVC: desde la membrana de Bruch hasta 20 um en el espesor de la coroides.

i °CO-008

Figura 8. Esta es la imagen correspondiente de la DV del PVC de un participante del grupo
control de la cohorte COVID.
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El software calculé la DV proveyendo un mapa de areas superior, inferior, nasal, temporal y
central. Todas las capturas con un indice de intensidad de sefial inferior a 40, incorrecta
segmentacién o movimiento se excluyeron.

5.6.2. Zona avascular foveal

5.6.2.1. Analisis cualitativo

Las imagenes de la ZAF se analizaron en busca de alteraciones anatdmicas, tales como la
presencia de muescas que interrumpieran su circularidad, asi como de areas avasculares
perifoveales adyacentes a la ZAF (“zonas avasculares”).

Figura 9. Paciente del grupo 3 (enfermedad severa) en el primer corte temporal. Se observa un
area avascular en la regidn superonasal, adyacente a la zona avascular foveal.

Figura 10. Paciente del grupo 3 (enfermedad severa) en el primer corte temporal. Se observa
una irregularidad o “muesca” en el borde superior de la zona avascular foveal.
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Figura 11. Paciente del grupo control en el tercer seguimiento. Exploracion clasificada como
sin hallazgos patoldgicos.

5.6.2.2. Andlisis cuantitativo

El area de la zona avascular foveal se analizé mediante delineacién manual de imagenes
numeradas aleatoriamente mediante la herramienta Calliper del Triton software por los tres
observadores ciegos en cada visita de seguimiento.

El area de la superficie se midiéd en um cuadrados. No se realizdé ninguna modificacién de la
imagen para aumentar el contraste o cambiar los colores antes de la delineacién manual.

Figura 12. Ejemplo de mediciéon manual del area de la zona avascular foveal en un sujeto de la
cohorte COVID perteneciente a enfermedad leve. Se muestran las tres delineaciones
independientes realizadas por observadores enmascarados utilizando la herramienta Calliper
del software Triton. Las mediciones se efectuaron sobre imagenes sin modificaciones de
contraste ni color, y el drea se expresé en pm?.

5.7. Entrevista

En la segunda y ultima visita de seguimiento de la cohorte COVID se incorpord una entrevista
estructurada con el objetivo de identificar la presencia de sintomas persistentes compatibles
con condicion post-COVID-19 en los distintos grupos del estudio. Esta evaluacidn se disefid
tomando como referencia los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, que define la
condicidn post-COVID-19 como la presencia de sintomas que aparecen habitualmente dentro
de los tres meses posteriores al inicio de la infeccién por SARS-CoV-2, persisten durante al
menos dos meses y no pueden explicarse por un diagndstico alternativo (62).
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El cuestionario fue administrado por el oftalmdlogo encargado de la exploracion oftalmoldgica,
después de la realizacion de estas pruebas. Los investigadores (SBG, XGS y ERS) leyeron el
cuestionario a los pacientes y registraron una o multiples respuestas para cada una de las
variables evaluadas.

Su inclusién respondio a la necesidad de caracterizar clinicamente la cohorte en el seguimiento
y explorar si las posibles alteraciones retinianas observadas podian relacionarse con
manifestaciones persistentes del COVID-19.

5.8. Estadistica

5.8.1. Calculo de la muestra
Cohorte COVID

No se realizd un célculo formal del tamafio muestral, ya que el estudio tuvo un caracter
exploratorio y estuvo orientado a generar evidencia preliminar sobre los cambios
microvasculares retinianos tras la infeccidon por SARS-CoV-2. Por ello, el tamafiio de la muestra
se determind en funcidn de la factibilidad y la disponibilidad de pacientes. El reclutamiento se
llevo a cabo durante la fase inicial de la pandemia y en contexto de confinamiento, en un
periodo marcado por importantes restricciones asistenciales y logisticas, con pacientes
hospitalizados en UCI, una elevada presién sobre los profesionales sanitarios y una actividad
clinica no urgente parcialmente limitada o suspendida. Estas circunstancias condicionaron de
forma relevante la capacidad de reclutamiento y la realizacién de exploraciones oftalmoldgicas
completas.

Cohorte long COVID

El tamafio muestral del nuevo estudio se estimd a partir de los datos obtenidos en el estudio
previo, en el que se observaron diferencias en densidad capilar media entre los grupos de
estudio. A partir de estas medias y desviaciones estdndar se calculé un tamafio del efecto
global para ANOVA de un factor de Cohen’s f = 0,43. Asumiendo un nivel de significacién de
0,05, una potencia del 90%, el tamafio muestral estimado fue de aproximadamente 81
participantes en total (lo que equivale a unos 20 por grupo). No obstante, dado el caracter
exploratorio del estudio y consideraciones de factibilidad, se considerd adecuado un tamafio
muestral aproximado de 17-20 sujetos por grupo.

5.8.2. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS (versién 23.0).
La normalidad de las variables cuantitativas se evalué mediante la prueba de Kolmogorov—
Smirnov.

Las diferencias intra-cohorte de tipo transversal se analizaron en la cohorte COVID en cada una
de las visitas (basal, primer seguimiento y segundo seguimiento), asi como en la cohorte long
COVID. Las variables cuantitativas con distribucién normal se analizaron mediante analisis de la
varianza (ANOVA) con correccién de Bonferroni, mientras que aquellas que no siguieron una
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distribucidn normal se compararon utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. De la misma
manera, estos analisis se aplicaron en las comparaciones inter-cohorte.

Las variables cualitativas se analizaron mediante la prueba de x2. En aquellas tablas con
frecuencias esperadas bajas o categorias con recuentos reducidos, especialmente en el andlisis
de los hallazgos cualitativos de la ZAF y de los sintomas recogidos mediante entrevista, se
utilizo la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

Para el analisis longitudinal (comparaciones intragrupo), se utilizo la prueba t de Student para
muestras apareadas en variables con distribucién normal y la prueba de rangos con signo de
Wilcoxon para aquellas que no siguieron una distribucién normal.

El nivel de significacion estadistica se establecié en p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Visita basal de la cohorte COVID.

6.1.1. Caracteristicas demograficas

6.1.1.1 Edad, sexo y raza

Fueron estudiados 103 ojos izquierdos de 103 pacientes entre el 3 de Junio de 2020 al 7 de
Julio de 2020. El tiempo medio desde el diagndstico confirmatorio mediante PCR hasta el
examen oftalmoldgico fue de 72 dias para el Grupo 2 - Enfermedad moderada y 70 dias para el
Grupo 3- Enfermedad Severa.

El Grupo Control contaba con 27 pacientes, el Grupo 1 - Enfermedad leve con 30, el Grupo 2 —
Enfermedad Moderada con 24 y por ultimo, el Grupo 3 — Enfermedad severa con 22 casos.

Tabla 1. Distribucién de las variables demograficas segln grupos

Grupo | Grupo1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control | Enfermedad | Enfermedad | Enfermeda
leve moderada d severa
Edad Media 40,78 43,33 42,17 44,55 0,598"
(afos) (DE) (11,23) | (11,19) (9,50) (7,41)
Sexo Masculino | 11 10 10 13 0,315"
Femenino | 16 20 14 9
Raza Caucasico 27 29 18 11 <0,000"
Latino 0 1 6 10
Otros 0 0 0 1
*ANOVA de un factor
"2

No se encontraron diferencias entre grupos en relacion a la edad o al sexo. La proporcion de

pacientes con origen latino en los grupos 2 y 3 era mayor con una diferencia estadisticamente
significativa.

6.1.1.2. Comorbilidades y medicacién

En este apartado examinamos las comorbilidades de los pacientes de nuestra cohorte COVID.
Se realizé una entrevista médica a la inclusion donde se recogieron los antecedentes
patoldgicos de cada paciente. No hubo pacientes diabéticos en el grupo control, tampoco en el
Grupo 1. En el Grupo 2, encontramos 2 (8,33%) pacientes diabéticos y 3 (13,63%) en el grupo
3.

En cuanto al habito tabaquico, encontramos 6 pacientes (22,22%) del Grupo Control, 5
(16,67%) del Grupo 1, ninguno en el Grupo 2y 3 (13,63%) en el Grupo 3.

En cuanto a otras enfermedades o antecedentes patoldgicos, no hubo casos en el Grupo
Control y Grupo 1. En el Grupo 2, dos pacientes (8,33%) sufrian de asma. En el Grupo 3, de
nuevo, 2 pacientes (9,09%) se encontraban afectos de patologia médica: un caso estaba
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diagnosticado de hepatitis C, hipotiroidismo y sindrome de apnea obstructiva del suefio y el

otro de asma.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre grupos en relacién a sus
comorbilidades ni toma de inhibidores de los inhibidores de la enzima convertidora de

angiotensina (IECA) o antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARA 11).

Tabla 2. Distribucién de las comorbilidades segln grupos

Grupo | Grupo1l-— Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control | Enfermedad | Enfermedad | Enfermeda
leve moderada d severa

Diabetes Si 0 0 2 3 0,065
Fumador Si 6 5 0 3 0,126
Comorbilidades | Si 0 0 2 2 0,159
Toma de IECA | Si 1 0 0 1 0,514"
*ANOVA de un factor
"2

6.1.2. Retinografias

6.1.2.1. Hallazgos cualitativos

No se identificaron lesiones oculares atribuibles a una retinopatia secundaria a la infeccidn por
SARS-CoV-2. Unicamente un paciente presenté una pequefia hemorragia en el polo posterior
sin otras alteraciones asociadas. Los autores sugieren que este hallazgo podria explicarse por
una maniobra de Valsalva o por el tratamiento anticoagulante con heparina que el paciente
estaba recibiendo tras haber presentado un episodio tromboembdlico durante su estancia en
la UCL.

6.1.2.2. Hallazgos cuantitativos

En el primer punto temporal de seguimiento no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y los grupos con enfermedad leve, moderada y severa en
ninguno de los parametros analizados. Tanto el calibre arterial y venoso retiniano equivalente
(CRE) como la tortuosidad arterial y venosa mostraron valores comparables entre los grupos
(ANOVA de un factor; p=0,065; p=0,723; p=0,592 y p=0,535, respectivamente). No obstante, el
calibre arterial retiniano mostré una tendencia hacia valores ligeramente mayores en el grupo
con enfermedad moderada, aunque esta diferencia no alcanzé significacion estadistica.

Tabla 3. Analisis comparativo de los parametros de la retinografia en la visita basal

Grupo Grupo 1-— Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control | Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
CRAE Media | 10,45 10,44 11,25 10,59 0,065*
(DE) (1,14) (1,07) (0,88) (1,64)
CRVE Media | 15,22 15,19 15,78 15,38 0,723*
(DE) (1,97) (1,01) (2,14) (2,77)
Tortuosidad | Media | 1,021 1,019 1,019 1,019 0,592*
arterial (DE) (0,009) | (0,007) (0,006) (0,007)
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Tortuosidad Media
venosa (DE)

1,021
(0,005)

1,020
(0,003)

1,022
(0,005)

1,021
(0,006)

0,535

*ANOVA de un factor

6.1.3. OCT

6.1.3.1. Hallazgos cualitativos

No se identificaron alteraciones estructurales en OCT atribuibles a la infeccion por SARS-CoV-2.
Unicamente se observaron dos casos con pequefios desprendimientos asintomaticos del
epitelio pigmentario, hallazgos que los autores consideraron probablemente no relacionados
con la infeccién viral.

6.1.3.2. Hallazgos cuantitativos

Si bien no se llevé a cabo un analisis estadistico de las diferencias en el grosor macular entre
los distintos grupos, la evaluacién cualitativa del mapa de grosor macular total no mostré
desviaciones de la normalidad en ningun caso.

6.1.4. Angiografia por OCT

6.1.4.1. Densidad vascular en los plexos vasculares

6.1.4.1.1 Densidad vascular en los plexos vascular superficial

La media, desviacion estandar (DE) y significacion estadistica de los valores del PVS se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4. Analisis comparativo de la DV del PVS en la visita basal

Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Central Media 16,59 17,23 13,59 13,49 0,001*
(DE) (3,77) (3,29) (4,87) (3,90)
Superior Media 49,99 49,08 49,12 49,38 0,613%
(DE) (2,67) (3,66) (2,711) (3,18)
Inferior Media 50,03 50,37 49,60 46,77 0,115*
(DE) (3,77) (2,60) (4,89) (9,76)
Nasal Media 44,33 43,90 43,83 44,80 0,763
(DE) (2,26) (4,67) (2,80) (3,70)
Temporal | Media 47,91 46,83 48,40 47,70 0,166%
(DE) (1,70) (3,20) (4,19) (3,96)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-Wallis

En el andlisis ANOVA, después de correccion Bonferroni para multiples medidas, se obtuvo,
una diferencia estadisticamente significativa para la DV del PVS, siendo mayor en el Grupo
Control y Grupo 1 - Enfermedad Leve que en el Grupo 2 y 3 ( Grupo Control vs. Grupo 1, p=1;
Grupo Control vs. Grupo 2, p=0,04; Grupo Control vs. Grupo 3, p=0,04; Grupo 1 vs. Grupo 2;

p<0,00: Grupo 1 vs. Grupo 3; p<0,00 y Grupo 2 vs. Grupo 3, p=1).
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Figura 13. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en la regidn central segun
grupos
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Figura 14. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en el resto de regiones segln
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6.1.4.1.2. Densidad vascular en el plexo vascular profundo

La Tabla 5 recoge los resultados obtenidos en las diferentes regiones analizadas. De forma
global, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la
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mayoria de los sectores evaluados (superior, inferior, nasal y temporal). Sin embargo, en la
regidn central se identificaron diferencias significativas en la DV del PVP (p < 0,001), con
valores mas elevados en el grupo control y en el grupo con enfermedad leve en comparacién
con los grupos de enfermedad moderada y severa.

Tabla 5. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVP en la visita basal

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
Central Media 14,86 16,56 10,95 11,36 <0,000*
(DE) (4,79) (3,71) (5,23) (4,09)
Superior Media 45,23 45,66 45,45 46,47 0,753*
(DE) (4,54) (3,01) (4,69) (4,28)
Inferior Media 46,11 46,67 45,30 45,23 0,860%
(DE) (4,92) (3,83) (5,77) (4,74)
Nasal Media 46,01 45,88 46,31 46,91 0,243*
(DE) (3,38) (3,13) (5,06) (4,00)
Temporal | Media 44,62 44,87 46,49 45,09 0,789*
(DE) (4,15) (3,58) (3,10) (2,89)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-Wallis

En el analisis ANOVA, después de correccion Bonferroni para multiples medidas, se obtuvo,
una diferencia estadisticamente significativa para la DV del PVP, siendo mayor en el Grupo
Control y Grupo 1 que en el Grupo 2 y 3 (Grupo Control vs. Grupo 1, p=0,92; Grupo Control vs.
Grupo 2, p=0,01; Grupo Control vs. Grupo 3, p=0,04; Grupo 1 vs. Grupo 2; p<0,00: Grupo 1 vs.
Grupo 3; p<0,00 y Grupo 2 vs. Grupo 3, p=1).

Figura 15. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en la regidn central segun

grupos
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Figura 16. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en el resto de regiones segun

grupos
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6.1.4.1.3. Densidad vascular en el plexo vascular de la coriocapilar

La Tabla 6 resume los resultados obtenidos en las diferentes regiones maculares. De forma
global, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la
mayoria de los sectores analizados (central, inferior, nasal y temporal). No obstante, en la
regidn superior se identificaron diferencias significativas (p = 0,030).

Tabla 6. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVC en la visita basal

Grupo Grupo 1-— Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Central Media 51,81 53,39 52,41 50,68 0,253
(DE) (3,82) (4,69) (4,47) (6,38)
Superior Media 49,90 51,54 49,87 48,81 0,030*
(DE) (2,31) (3,22) (3,21) (4,33)
Inferior Media 51,08 51,82 50,88 50,69 0,637*
(DE) (2,92) (2,64) (4,70) (3,25)
Nasal Media 51,53 51,83 51,10 51,00 0,790%
(DE) (3,18) (2,32) (4,05) (3,14)
Temporal | Media 53,08 53,41 53,38 53,29 0,974
(DE) (3,21) (3,21) (3,04) (2,90)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-Wallis

En el andlisis ANOVA, después de correccion Bonferroni para multiples medidas, se obtuvo,
una diferencia estadisticamente significativa para la DV del PVC, siendo la diferencia
estadisticamente significativa solo entre el Grupo 1 vs. Grupo 3 con una p=0,024. En el resto de
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comparaciones no existen diferencias en la comparaciéon de medias: Grupo Control vs. Grupo

1, p=0,377; Grupo Control vs. Grupo 2, p=1; Grupo Control vs. Grupo 3, p=1;y, Grupo 2 vs.
Grupo 3, p=1.

Figura 17. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC segun grupos
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6.1.4.2. Calidad de las imagenes

La siguiente tabla muestra los valores de calidad medios y su desviacién standard obtenidos en
los distintos grupos de estudio. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos (p = 0,829), siendo comparables en todos ellos.

Tabla 7. Analisis comparativo de la calidad de las imagenes en la visita basal

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
Calidad de | Media 66,03 65,16 66,75 65,81 0,829%
imagen (DE) (5,32) (5,37) (4,26) (4,64)

&Kruskal-Wallis

6.1.4.3 Zona avascular foveal

6.1.4.3.1 Analisis cuantitativo

El andlisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente
significativas en el drea de la ZAF entre los grupos (p < 0,001). Los valores medios de ZAF
fueron menores en el grupo control y en el grupo con enfermedad leve en comparacién con
los grupos con enfermedad moderada y severa.

Tabla 8. Analisis comparativo del drea de la ZAF segln grupos en la visita basal
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Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 — Significacio
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda | n
dleve d moderada | d severa
ZAF Media 306,522 225,49 380,85 375,03 <0,000%
(DE) (118,69) (88,21) (156,23) (120,15)
&Kruskal-Wallis

En el andlisis post hoc (U de Mann—Whitney con correccidén por comparaciones multiples), se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,036), asi como
entre el grupo control y el grupo 3 (p = 0,031). Del mismo modo, el grupo 1 presentd valores
significativamente menores de ZAF en comparacién con el grupo 2 (p < 0,001) y el grupo 3 (p <
0,001).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos con enfermedad
moderada y severa (p = 0,852).

Figura 18. Diagramas de cajas del drea de la ZAF segln grupos
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6.1.4.3.2 Analisis cualitativo

El analisis mediante la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton mostré diferencias
estadisticamente significativas en la presencia de muescas entre los grupos (p = 0,009). Estas
alteraciones estuvieron ausentes en el grupo control y en el grupo con enfermedad leve,
mientras que se observaron con mayor frecuencia en los grupos con enfermedad moderada (n
=2)ysevera (n=4).

De forma similar, se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia de
zonas avasculares adicionales (p = 0,016), las cuales no se detectaron en el grupo control ni en

51




el grupo con enfermedad leve, pero estuvieron presentes en los grupos con enfermedad

moderada (n = 3) y severa (n = 3), evidenciando una tendencia a mayor alteracién
microvascular en los grupos de mayor gravedad.

Tabla 9. Analisis comparativo de los hallazgos en la ZAF seguln grupos en la visita basal

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Muescas N (%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (8,33%) 4(18,18%) | 0,009f
Zonas N (%) 0 (0%) 0 (0%) 3(12,50%) | 3(13,64%) | 0,016
avasculares

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.2. Primer seguimiento de la cohorte COVID

Se realizd una nueva exploracion oftalmoldgica a los 8 meses de la evaluacién basal, entre el
17 de noviembre de 2020 y el 29 de enero de 2021.

En este seguimiento participaron 23 pacientes del grupo control, 21 del grupo 1, 20 del grupo
2y 18 del grupo 3. En comparacién con la cohorte inicial, se registraron pérdidas de
seguimiento de 4, 9, 4 y 2 pacientes en cada grupo, respectivamente, debido a la imposibilidad
de contactar con ellos para su reevaluacidn.

6.2.1. Retinografias

6.2.1.1. Hallazgos cualitativos

No se encontraron pacientes con hallazgos compatibles con signos de retinopatia en la
retinografia. El Unico hallazgo fue un caso de un paciente del grupo 2 con una hemorragia
intrarretiniana bajo la membrana limitante interna en el polo posterior sugestiva de una
maniobra Valsalva u otra etiologia no relacionada con la infeccidn (Figura 19).
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Figura 19. Retinografia del ojo izquierdo mostrando una hemorragia intrarretiniana puntiforme
en la macula temporal, sin otros hallazgos patolégicos.

6.2.1.2. Hallazgos cuantitativos

En el primer seguimiento, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos en ninguno de los parametros analizados.

Tabla 10. Analisis comparativo de los parametros de la retinografia en el primer seguimiento.

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control | Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
CRAE Media | 10,45 10,68 10,73 10,61 0,831*
(DE) (1,22) (0,94) (0,25) (1,01)
CRVE Media | 15,41 15,50 15,62 15,40 0,979*
(DE) (1,43) (1,50) (2,16) (2,00)
Tortuosidad | Media | 1,022 1,017 1,018 1,019 0,140*
arterial (DE) (0,007) | (0,009) (0,006) (0,007)
Tortuosidad | Media | 1,019 1,019 1,021 1,021 0,470*
venosa (DE) (0,004) | (0,003) (0,004) (0,005)
*ANOVA de un factor

El calibre arteriolar mostré valores similares entre los grupos (p = 0,831), al igual que el calibre
venular (p = 0,979).

En cuanto a la tortuosidad vascular, tanto la tortuosidad arterial (p = 0,140) como la
tortuosidad venosa (p = 0,470) no presentaron diferencias significativas entre los grupos.
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Estos resultados indican que, en el primer seguimiento, no se evidencian cambios relevantes
en los pardmetros cuantitativos de la microvasculatura retiniana en funcién de la gravedad de
la enfermedad

6.2.2. OCT

6.2.2.1. Hallazgos cualitativos

No se identificaron alteraciones estructurales en OCT atribuibles a la infeccion por SARS-CoV-2.
En linea con las observaciones previas, se observaron dos casos con pequefios
desprendimientos asintomaticos del epitelio pigmentario.

6.2.2.2. Hallazgos cuantitativos

No se realizé un analisis estadistico del grosor macular entre grupos; sin embargo, el mapa de
grosor macular total no mostré alteraciones respecto a la normalidad en ninguln caso.

6.2.3. Angiografia por OCT

6.2.3.1. Densidad vascular en los plexos vasculares
6.2.3.1.1 Densidad vascular en el plexo vascular superficial

El andlisis mostrd diferencias estadisticamente significativas en la DV en la regién central entre
los grupos (p = 0,001). Los valores fueron mayores en el grupo control y en el grupo con
enfermedad leve en comparacién con los grupos con enfermedad moderada y severa,
evidenciando una disminucién de la DV central asociada a mayor gravedad de la enfermedad.

Tabla 11. Andlisis comparativo de la densidad vascular del PVS en el primer seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Central Media 16,41 17,17 13,55 12,90 0,001*
(DE) (3,30) (4,03) (4,90) (3,53)
Superior Media 49,44 48,60 48,69 48,04 0,509*
(DE) (2,67) (2,40) (3,27) (3,86)
Inferior Media 49,86 50,49 51,59 48,53 0,264%
(DE) (3,69) (3,34) (8,76) (3,45)
Nasal Media 43,35 42,77 44,42 44,70 0,083
(DE) (2,35) (3,18) (2,73) (2,57)
Temporal | Media 48,54 46,27 49,47 48,32 0,005*
(DE) (2,97) (3,00) (2,57) (2,76)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-wallis

El analisis mostré diferencias estadisticamente significativas en la DV en la regidon central entre
los grupos (p = 0,001). Los valores fueron mayores en el grupo control y en el grupo con
enfermedad leve en comparacién con los grupos con enfermedad moderada y severa,
evidenciando una disminucién de la DV central asociada a mayor gravedad de la enfermedad.
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En el andlisis post hoc (ANOVA con correccidn de Bonferroni), se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo 3 (p = 0,027), asi como entre el grupo 1y el
grupo 2 (p =0,025) y entre el grupo 1y el grupo 3 (p = 0,006). No se encontraron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,110), ni entre el grupo control y el grupo
1 (p = 1,000), ni entre los grupos 2 y 3 (p = 1,000).

En el sector temporal también se observaron diferencias estadisticamente significativas (p =
0,005). Sin embargo, dado que este hallazgo no se reproduce en el resto de sectores
analizados: superior (p = 0,509), inferior (p = 0,264) y nasal (p = 0,083). Su interpretacién debe
realizarse con cautela, pudiendo estar influido por la variabilidad muestral o por el efecto de
comparaciones multiples.

Figura 20. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en la regidn central segin
grupos
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Figura 21. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en el resto de regiones segun
grupos
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6.2.3.1.2 Densidad vascular en el plexo vascular profundo

El andlisis mostrd diferencias estadisticamente significativas en la DV en la regién central entre
los grupos (p = 0,006). Los valores fueron mayores en el grupo control y en el grupo con
enfermedad leve en comparacién con los grupos con enfermedad moderada y severa, lo que
sugiere una disminucién progresiva de la DV central asociada a mayor gravedad de la

enfermedad.

Tabla 12. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVP en el primer seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Central Media 14,29 14,90 12,11 10,46 0,006*
(DE) (4,45) (3,88) (5,43) (3,58)
Superior Media 47,70 49,00 50,03 49,03 0,250*
(DE) (4,77) (4,76) (4,38) (4,79)
Inferior Media 48,54 51,68 50,95 49,57 0,425*
(DE) (6,13) (5,20) (5,25) (5,45)
Nasal Media 47,46 45,40 50,29 49,02 0,000*
(DE) (3,66) (2,95) (3,93) (4,02)
Temporal | Media 46,80 47,42 48,48 46,69 0,343*
(DE) (3,91) (3,24) (3,66) (3,31)
*ANOVA de un factor

En el andlisis post hoc (ANOVA con correccién de Bonferroni), se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo 3 (p = 0,031), asi como entre el grupo 1y el
grupo 3 (p =0,012). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo 1 (p = 1,000), ni entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,609), ni entre el grupo 1y el
grupo 2 (p =0,278), ni entre el grupo 2 y el grupo 3 (p = 1,000).
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Figura 22. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en la regidn central segun grupo
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En el sector nasal también se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p < 0,001). En el analisis por pares (U de Mann—Whitney), se identificaron diferencias

entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,013), asi como entre el grupo 1y el grupo 2 (p <
0,001) y entre el grupo 1y el grupo 3 (p = 0,001). No se observaron diferencias significativas
entre el grupo control y el grupo 1 (p = 0,063), ni entre el grupo control y el grupo 3 (p =
0,114), ni entre los grupos 2y 3 (p = 0,375).

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los sectores superior (p =
0,250), inferior (p = 0,425) ni temporal (p = 0,343).

Figura 23. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en la regidn nasal segin grupo
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Figura 24. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en el resto de regiones
maculares segun grupo
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6.2.3.1.3 Densidad vascular en el plexo vascular de la coriocapilar

El analisis no mostrd diferencias estadisticamente significativas en la DV en la regién central (p
=0,874), ni en los sectores inferior (p = 0,110), nasal (p = 0,604) o temporal (p = 0,695). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el sector superior (p = 0,014). En el
analisis por pares (U de Mann—Whitney), estas diferencias se explican principalmente por
valores mas elevados en el grupo con enfermedad leve en comparacién con el grupo control (p
=0,010), el grupo con enfermedad moderada (p = 0,014) y el grupo con enfermedad severa (p
=0,033).
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Tabla 13. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVC en el primer seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
Central Media 50,83 51,21 50,81 51,94 0,874*
(DE) (4,44) (5,27) (4,75) (5,50)
Superior Media 49,15 52,50 49,83 49,96 0,014
(DE) (3,79) (3,75) (2,39) (3,14)
Inferior Media 50,25 52,46 50,93 51,45 0,110*
(DE) (4,00) (2,36) (2,52) (2,04)
Nasal Media 52,23 51,63 51,18 51,14 0,604*
(DE) (2,45) (3,83) (3,04) (2,80)
Temporal | Media 53,07 53,55 52,60 54,01 0,695%
(DE) (3,18) (2,41) (3,49) (2,48)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-wallis

Figura 25. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC en la regién superior segln
grupo
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Figura 26. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC en el resto de regiones
maculares segun grupo
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6.2.3.2. Calidad de las imagenes

Grupo

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la calidad de imagen entre los
grupos (p = 0,596). Los valores medios fueron comparables en todos los grupos.

Tabla 14. Analisis comparativo de la calidad de las imagenes en el primer seguimiento

Grupo Grupo 1-— Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
Calidad de | Media 62,67 62,29 61,90 64,45 0,596%
imagen (DE) (4,92) (5,39) (5,17) (3,03)

&Kruskal-Wallis

6.2.3.3 Zona avascular foveal

6.2.3.3.1 Analisis cuantitativo

El analisis mostré diferencias estadisticamente significativas en el drea de la ZAF entre los
grupos (p < 0,001). Los valores medios fueron menores en el grupo control y en el grupo con
enfermedad leve en comparacién con los grupos con enfermedad moderada y severa.

Tabla 15. Analisis comparativo del area de la ZAF segln grupos en el primer seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
ZAF Media 277,19 233,17 366,67 375,42 p<0,001%
(DE) (79,62) (87,94) (125,36) (128,88)

&Kruskal-Wallis
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En el andlisis post hoc (ANOVA con correccidn de Bonferroni), se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,038), asi como entre el grupo control y
el grupo 3 (p = 0,019). Del mismo modo, el grupo con enfermedad leve presenté valores
significativamente menores que el grupo 2 (p = 0,001) y el grupo 3 (p < 0,001). No se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 1 (p = 1,000).

Figura 27. Diagramas de cajas del area de la ZAF segln grupo
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6.2.3.3.2 Analisis cualitativo

El analisis mediante la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton no mostrd diferencias
estadisticamente significativas en la presencia de muescas entre los grupos (p = 0,059). No
obstante, se observa una tendencia a un aumento progresivo de la frecuencia de muescas del
grupo control (n = 0) hacia los grupos con enfermedad leve (n = 1), moderada (n = 4) y severa
(n=3), lo que podria sugerir una mayor afectacién estructural de la microvasculatura en los
estadios mas avanzados de la enfermedad, aunque sin alcanzar significacidn estadistica.

En cuanto a la presencia de zonas avasculares adicionales, tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0,463).

Tabla 16. Andlisis comparativo de los hallazgos en la ZAF segln grupos en el primer
seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Muescas N (%) | 0(0%) 1(4,76%) 4 (20%) 3(16,67%) | 0,059
Zonas N (%) | 0(0%) 0 (0%) 1 (5%) 0 (0%) 0,463f
avasculares

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.
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6.3. Segundo seguimiento de la cohorte COVID

Se realizd una nueva exploracion oftalmoldgica final aproximadamente pasados 3 afios del
inicio de la pandemia por COVID-19, entre el 16 de enero de 2023 y el 18 de abril de 2023.

En este segundo seguimiento se incluyeron 16 pacientes del grupo control, 16 del grupo 1
(enfermedad leve), 13 del grupo 2 (enfermedad moderada) y 15 del grupo 3 (enfermedad

severa).

En comparacién con el primer seguimiento, se registraron pérdidas de seguimientode 7,5, 7y
3 pacientes en cada grupo, respectivamente. Estas pérdidas se debieron principalmente a la
falta de respuesta al contacto o a la no asistencia a la visita de seguimiento.

6.3.1. Retinografias

6.3.1.1. Hallazgos cualitativos

No se identificaron hallazgos compatibles con retinopatia en ninguno de los casos analizados.

6.3.1.2. Hallazgos cuantitativos

En el segundo seguimiento no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
el grupo control y los grupos con enfermedad leve, moderada y severa en ninguno de los
parametros analizados. Tanto el calibre arterial y venoso retiniano como la tortuosidad arterial
mostraron valores similares entre los grupos (ANOVA de un factor; p=0,240; p=0,286 y
p=0,355, respectivamente). La tortuosidad venosa tampoco alcanzé significacidn estadistica
(p=0,051), aunque mostrd una tendencia hacia valores ligeramente mayores en los grupos con

enfermedad mas grave.

Tabla 17. Analisis comparativo de los parametros de la retinografia en el segundo seguimiento.

Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control | Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
CRAE Media | 10,74 10,24 10,93 10,93 0,240*
(DE) (1,27) (1,05) (0,85) (0,89)
CRVE Media | 16,07 14,91 15,67 16,01 0,286"
(DE) (1,37) (1,86) (2,45) (1,60)
Tortuosidad | Media | 1,020 1,019 1,017 1,022 0,355*
arterial (DE) (0,006) | (0,006) (0,006) (0,009)
Tortuosidad | Media | 1,019 1,019 1,021 1,022 0,051*
venosa (DE) (0,004) | (0,003) (0,002) (0,006)

*ANOVA de un factor
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6.3.2. OCT

6.3.2.1. Hallazgos cualitativos

No se identificaron alteraciones estructurales patoldgicas en las exploraciones de OCT
realizadas, salvo en dos pacientes en los que se observd un pequefio desprendimiento del
epitelio pigmentario de la retina.

6.3.2.2. Hallazgos cuantitativos

Los mapas de grosor retiniano no evidenciaron cambios relevantes respecto a los valores de
referencia.

6.3.3. Angiografia por OCT

6.3.3.1. Densidad vascular en los plexos vasculares
6.3.3.1.1 Densidad vascular en el plexo vascular superficial

En el segundo seguimiento, el analisis mostrod diferencias estadisticamente significativas en la
DV en la regién central entre los grupos (p < 0,001). Los valores fueron mayores en el grupo
control y en el grupo con enfermedad leve en comparacién con los grupos con enfermedad
moderada y severa, lo que confirma una disminucién de la DV central asociada a mayor
gravedad de la enfermedad.

Tabla 18. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVS en el segundo seguimiento.

Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 — Significacio
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda | n
dleve d moderada | d severa
Central Media 18,02 18,79 13,85 12,93 <0,001*
(DE) (2,81) (3,31) (5,34) (4,40)
Superior Media 50,60 50,41 51,74 51,90 0,447
(DE) (3,41) (3,21) (2,83) (3,00)
Inferior Media 50,90 49,79 51,76 51,03 0,554*
(DE) (4,03) (3,24) (2,44) (4,65)
Nasal Media 45,19 43,44 45,30 45,57 0,192
(DE) (2,40) (2,95) (3,45) (3,25)
Temporal | Media 48,94 47,03 49,98 49,16 0,032*
(DE) (2,75) (2,23) (2,98) (2,89)

*ANOVA de un factor

En el andlisis post hoc (ANOVA con correccidn de Bonferroni), se observaron diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,038), asi como entre el grupo control y
el grupo 3 (p = 0,004). Del mismo modo, el grupo con enfermedad leve presenté valores
significativamente mayores que el grupo 2 (p = 0,009) y el grupo 3 (p = 0,001). No se
observaron diferencias entre el grupo control y el grupo 1 (p = 1,000).
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En el sector temporal también se identificaron diferencias estadisticamente significativas en el
analisis global (p = 0,032). Sin embargo, en el analisis post hoc con correccion de Bonferroni,
Unicamente se observaron diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,032).

No se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo
1 (p = 0,294), ni entre el grupo control y los grupos 2 (p=1) y 3 (p = 1), ni entre el grupo 1y el
grupo 3 (p =0,202), ni entre los grupos 2y 3 (p = 1).

No se identificaron diferencias estadisticamente significativas en el resto de sectores: superior
(p=0,447), inferior (p = 0,554) y nasal (p = 0,192).

Figura 28. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en la regidn central segun
grupos
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6.3.3.1.2 Densidad vascular en el plexo vascular profundo

El andlisis mostrd diferencias estadisticamente significativas en la DV en la regién central entre
los grupos (p = 0,001). Se observé un patrdn caracterizado por valores mas elevados en el
grupo control y en el grupo con enfermedad leve, seguido de una disminucion en los grupos
con enfermedad moderada y severa.

Tabla 19. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVP en el segundo seguimiento.

Grupo Grupo 1-— Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Central Media 15,74 17,90 12,59 11,59 0,001%
(DE) (5,08) (4,36) (5,87) (3,34)
Superior Media 51,41 52,24 54,07 53,92 0,265*
(DE) (5,20) (4,83) (2,65) (4,15)
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Inferior Media | 54,28 54,11 51,77 52,04 0,415
(DE) (5,80) (5,96) (5,45) (3,28)

Nasal Media | 48,78 49,68 50,51 50,03 0,465
(DE) (4,00) (3,41) (3,77) (4,34)

Temporal | Media | 48,95 48,88 50,13 48,26 0,450
(DE) (3,66) (2,81) (2,44) (2,94)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-wallis

En el andlisis post hoc con correccién de Bonferroni, se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,024), asi como entre el
grupo 1y el grupo 3 (p = 0,003).

No se observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 1 (p = 1), ni entre
el grupo control y los grupos 2 (p = 0,437) y 3 (p = 0,089). Asimismo, tampoco se evidenciaron
diferencias entre los grupos con mayor grado de afectacion (grupos 2y 3; p = 1).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los sectores superior (p =
0,265), inferior (p = 0,415), nasal (p = 0,465) ni temporal (p = 0,450), sin evidenciarse un patrén
consistente en estos territorios.

Figura 29. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en la regidn central segun grupo
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6.3.3.1.3 Densidad vascular en el plexo vascular de la coriocapilar
El analisis no mostrd diferencias estadisticamente significativas en la DV del PVC entre los
grupos en ninguno de los sectores evaluados. No se observaron diferencias en la region central

(p =0,195), ni en los sectores superior (p = 0,690), inferior (p = 0,402), nasal (p =0,518) o
temporal (p = 0,370).
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Tabla 20. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVC en el segundo seguimiento.

Grupo Grupo 1-—- Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
Central Media 52,55 50,76 53,61 53,04 0,195*
(DE) (3,94) (3,91) (2,26) (4,05)
Superior Media 53,27 54,03 53,54 52,81 0,690"
(DE) (2,69) (3,56) (1,46) (3,08)
Inferior Media 53,31 55,25 54,60 54,78 0,402*
(DE) (3,55) (3,91) (2,54) (3,33)
Nasal Media 51,18 51,94 50,69 51,73 0,518*
(DE) (2,49) (2,69) (1,86) (2,44)
Temporal | Media 53,34 53,27 53,20 54,52 0,370*
(DE) (2,06) (2,05) (2,63) (2,65)
* ANOVA de un factor

Figura 30. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC en todas las regiones maculares
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6.3.3.2. Calidad de las imagenes

Grupo 1 -

Enfermedad leve

Grupo 2 -
Enfermedad
moderada

Grupo

Grupo 3 -
Enfermedad

severa

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la calidad de imagen entre los
grupos (p = 0,235). Los valores medios fueron comparables en todos los grupos, lo que sugiere
una adecuada homogeneidad en la calidad de las adquisiciones.

Tabla 21. Analisis comparativo de la calidad de las imagenes en el segundo seguimiento.

Grupo
Control

Grupo 1 -
Enfermeda
d leve

Grupo 2 -
Enfermeda
d moderada

Grupo 3 -
Enfermeda
d severa

Significacion
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Calidad de
imagen

Media
(DE)

72,25
(4,87)

69,62
(4,30)

73,30
(3,32)

69,06
(4,68)

0,235%

&Kruskal-wallis

6.3.3.3. Zona avascular foveal

6.3.3.3.1. Analisis cuantitativo

El analisis mediante la prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente
significativas en el drea de la ZAF entre los grupos (p < 0,001). Los valores medios fueron
menores en el grupo control y en el grupo con enfermedad leve en comparacién con los
grupos con enfermedad moderada y severa, evidenciando un aumento del area de la ZAF
asociado a mayor gravedad de la enfermedad.

Tabla 22. Analisis comparativo del drea de la ZAF segun grupos en el segundo seguimiento

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
ZAF Media 263,29 212,25 338,18 413,90 <0,001%
(DE) (73,85) (78,56) (143,80) (149,44)

&Kruskal-wallis

En el andlisis post hoc (U de Mann—Whitney con correccién por comparaciones multiples), se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 3 (p = 0,001), asi como
entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,007) y entre el grupo 1y el grupo 3 (p < 0,001).

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,056), ni
entre los grupos 2y 3 (p =0,235).

Figura 31. Diagramas de cajas del area de la ZAF segun grupo
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6.3.3.3.1. Anadlisis cualitativo

En el andlisis de la presencia de muescas, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p = 0,089), aunque se aprecia una mayor frecuencia en los
grupos con mayor gravedad de la enfermedad, especialmente en el grupo severo (26,67%).

En cuanto a la presencia de zonas avasculares, su frecuencia fue baja y no se identificaron
diferencias entre los grupos (p = 0,217).

Tabla 23. Analisis comparativo de los hallazgos en la ZAF segun grupos en el segundo

seguimiento
Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 — Significacion
Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
dleve d moderada | d severa
Muescas N (%) 0 (0%) 1(6,25%) 1(7,69%) 4(26,67%) | 0,089f
Zonas N (%) 0 (0%) 0 (0%) 1(7,69%) 0(0%) 0,217
avasculares

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.4. Long COVID en la cohorte COVID

6.4.1. Revision de historia clinica

En todos los pacientes pertenecientes a los grupos 2 (enfermedad moderada) y 3 (enfermedad
severa) se realizd una revision de la historia clinica. Se analizaron los cursos clinicos y se
recogié informacion relativa a la presencia de secuelas post-COVID a nivel pulmonar, asi como
al diagndstico de sindrome post-COVID en el momento del segundo seguimiento.

6.4.1.1. Secuelas funcionales y radioldgicas a nivel pulmonar

Los datos analizados proceden del seguimiento clinico realizado por el servicio de Neumologia
en relacién con la afectacion pulmonar. Se recogieron variables radioldgicas y de funcién
pulmonar a partir de los informes clinicos del neumdlogo, incluyendo los resultados de la
tomografia computerizada de térax y de las pruebas funcionales respiratorias, como la
espirometria y la capacidad de difusion.

Se consideraron como secuelas radioldgicas aquellos casos en los que se describian hallazgos
como opacidades en vidrio deslustrado persistentes. Por otro lado, se definieron como
secuelas funcionales aquellos casos en los que se documentaba una disminucién de la
capacidad funcional respiratoria.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia de secuelas
pulmonares entre los grupos (p < 0,001). En el grupo 2 (enfermedad moderada), la totalidad de
los pacientes no presentd secuelas, mientras que en el grupo 3 (enfermedad severa) se
identificaron casos con secuelas radioldgicas (n = 4), funcionales (n = 2) y combinadas (n = 3).

Tabla 24. Distribucién de las secuelas pulmonares segln grupo
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Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Enfermedad | Enfermedad
moderada severa
Sin secuelas | 24 13 <0,001f
Secuelas 0 4
radiolégicas
Secuelas 0 2
funcionales
Ambas 0 3
fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton

6.4.1.2. Diagndstico de long COVID

De la misma manera, se recogieron datos clinicos en relacion con el diagndstico de sindrome
long COVID y su evolucion en el momento del segundo seguimiento.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0,466). En el
grupo 2 (enfermedad moderada), la mayoria de los pacientes no presento secuelas (n = 20),
mientras que un caso presentd long COVID resuelto (n = 1) y tres pacientes mostraron long
COVID persistente (n = 3).

En el grupo 3 (enfermedad severa), 15 pacientes no presentaron secuelas, tres presentaron
long COVID resuelto (n = 3) y cuatro pacientes mostraron long COVID persistente (n = 4).

Tabla 25. Distribucién del diagndéstico de long COVID

Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Enfermedad | Enfermedad
moderada severa

Sin secuelas | 20 15 0,466

Long COVID 1 3

resuelto

Long COVID 3 4

persistente

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton

6.4.2. Entrevista

En la cohorte estudiada, todos los pacientes, excepto uno del grupo control, habian
presentado infeccion por SARS-CoV-2, con una media de 1,15 episodios (DE 0,56), sin
observarse diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p=0,565).

6.4.2.1. Sintomas neuroldgicos

En relacion con los sintomas neuroldgicos persistentes, no se registraron sintomas en el grupo
control. En el grupo de enfermedad leve, 12 pacientes no refirieron sintomas neurolégicos,
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mientras que se registraron 1 caso de migrafia, 2 casos de anosmia y 1 caso de ageusia. En el
grupo de enfermedad moderada, 8 pacientes no presentaron sintomas, mientras que se
observaron 3 casos de migrafia y 2 casos de anosmia. En el grupo de enfermedad severa, 14
pacientes no refirieron sintomas neuroldgicos y se identificd 1 caso de anosmia.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia de sintomas
neuroldgicos persistentes entre los grupos (p = 0,013), aunque se aprecia una tendencia hacia
una menor proporcion de pacientes sin sintomas en los grupos con mayor gravedad de la
enfermedad.

Tabla 26. Presencia de los sintomas neuroldgicos segln grupo

Sintomas Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
neurolégicos Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda

persistentes d leve d moderada | d severa

No 15 12 8 14 0,013f

Si 0 4 5 1

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.4.2.2. Sintomas neuropsicolégicos

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia de sintomas
neuropsicoldgicos persistentes entre los grupos (p = 0,012).

En el grupo control y en el grupo 1 (enfermedad leve), la mayoria de los pacientes no presentd
sintomas (n = 15y n = 13, respectivamente). En el grupo de enfermedad leve se observaron 2
casos de alteracidon de memoria y 1 de dificultad de concentracion. En el grupo de enfermedad
moderada, 11 pacientes no presentaron sintomas, con 1 caso de alteracién de memoriay 1 de
dificultad de concentracidn. En el grupo de enfermedad severa, 8 pacientes no presentaron
sintomas, mientras que se registraron 4 casos de alteracién de memoria, 4 de dificultad de
concentracién y 1 de insomnio.

Tabla 27. Presencia de sintomas neuropsicoldgicos persistentes segun grupo

Sintomas Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
neuropsicolégicos Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda

persistentes dleve d moderada | d severa

No 15 13 11 8 0,012f

Si 0 3 2 7

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.4.2.3. Sintomas psicoldgicos

En relacidn con los sintomas psicoldgicos persistentes, no se registraron sintomas en el grupo
control ni en el grupo de enfermedad leve. En el grupo de enfermedad moderada, 12
pacientes no presentaron sintomas y se registré 1 caso de depresién. En el grupo de
enfermedad severa, 14 pacientes no presentaron sintomas y se registré 1 caso de depresiony
1 caso de ansiedad. La presencia global de sintomas psicoldgicos persistentes no mostré
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diferencias estadisticamente significativas entre los grupos mediante la prueba exacta de

Fisher-Freeman-Halton (p = 0,466)

Tabla 28. Presencia de los sintomas psicoldgicos segln grupo

Sintomas Grupo Grupo 1 - Grupo 2 - Grupo 3 — Significacion
psicoldgicos Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda

persistentes dleve d moderada | d severa

No 15 16 12 14 0,466

Si 0 0 1 2

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.4.2.4. Otros sintomas sistémicos persistentes

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en la presencia global de sintomas
sistémicos persistentes entre los grupos mediante la prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton

(p=0,001).

No presentaron sintomas sistémicos 13 pacientes del grupo control, 14 del grupo de
enfermedad leve, 6 del grupo de enfermedad moderada y 5 del grupo de enfermedad severa.
En cuanto a los sintomas especificos, se registrd tos en 1 paciente del grupo control, 1 paciente
del grupo de enfermedad moderada y 1 paciente del grupo de enfermedad severa. La fatiga,
siendo el sintoma mas frecuente de los reportados, se observé en 1 paciente del grupo
control, 1 paciente del grupo leve, 4 pacientes del grupo moderado y 7 pacientes del grupo
severo. El dolor muscular se registré en 1 paciente del grupo leve, 3 pacientes del grupo
moderado y 5 pacientes del grupo severo. La disnea se observd en 2 pacientes del grupo
moderado y 3 pacientes del grupo severo. Finalmente, el dolor toracico se registré en 1
paciente del grupo moderado y 1 paciente del grupo severo.

Tabla 29. Presencia de los sintomas sistémicos segln grupo

Sintomas sistémicos | Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
persistentes Control Enfermeda | Enfermeda | Enfermeda
d leve d moderada | d severa
No 13 14 6 5 0,001f
Si 2 2 7 10

fPrueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.5. Analisis prospectivo de la cohorte COVID

6.5.1. Visita basal y primer seguimiento

Los resultados correspondientes al andlisis longitudinal entre la visita basal y el primer
seguimiento fueron previamente analizados y publicados en BMJ Open Ophthalmology (Anexo,
11.1.2. Publicacidn 2). En dicha publicacién se describié un aumento del drea de la ZAF y una
reduccién de la DV en el PVS central en pacientes con enfermedad moderada y grave,
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hallazgos que se mantuvieron estables durante el seguimiento temprano, sin evidencia de

recuperacion. Por este motivo, y con el objetivo de evitar redundancias, en el presente trabajo
estos resultados se presentan de forma resumida, remitiendo al lector al articulo original

incluido en el anexo.

6.5.2. Visita basal y segundo seguimiento

El analisis longitudinal entre la visita basal y el segundo seguimiento no mostré cambios
significativos en el drea de la ZAF ni en la DV del sector central, tanto del PVS como del PVP
(PVS central: A -0,38; p=0,366; PVP central: A 0,89; p=0,136). Los valores detallados y su

descripcion grafica se encuentran mas abajo.

En el PVS, se detectdé un modesto aumento de la DV a lo largo del tiempo en los grupos con
enfermedad moderada y severa, especialmente en el sector superior (grupo moderado: A

-2,09; p=0,017; grupo severo: A -2,68; p=0,022). En el sector temporal del grupo moderado se
observa una disminucion discreta (A = 1,72; p = 0,028).

En el PVP se observaron cambios estadisticamente significativos en varias regiones maculares,
con una tendencia general al aumento de la DV en el seguimiento a los 3 afios en todos los

grupos, incluido el grupo control, particularmente en los sectores inferior, superior, nasal y
temporal (p<0,05 en todos los casos). En contraste, el sector central no mostré cambios
significativos en el andlisis global (A 0,89; p=0,136). No obstante, en este mismo sector se
observé un aumento estadisticamente significativo en el grupo con enfermedad severa (A

1,36; p=0,041).

Tabla 30. Anilisis longitudinal de los cambios en la densidad vascular macular entre la visita
basal y el segundo seguimiento en los plexos superficial y profundo

Regidn Global Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo
macular (leve) (moderado) (severo) control

PVS

A (DE) -0,38 (3,25) -0,73 (4,16) 0,53 (3,69) -0,92 (2,89) -0,26 (2,19)
Central p=0,366" p=0,493" p=0,610" p=0,236" p=0,619"

A (DE) 1,25 (6,92) 0,06 (5,47) 2,06 (4,73) | 4,10(12,84) |1,57(5,77)
Inferior p=0,122" p=0,100" p=0,100" p=0,281" p=0,356"

A (DE) -1,46 (3,83) |-1,09(4,29) |-2,09(2,74) |-2,68(4,03) |-0,26(3,80)
Superior p=0,004* p=0,323* p=0,017* p=0,022* p=0,781*

A (DE) -0,89 (4,63) -0,33 (6,70) -1,38 (2,96) -1,15 (5,04) -0,82 (3,00)
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Nasal p=0,137" p=0,846" p=0,119" p=0,391" p=0,276"

A (DE) 1,15 (3,55) -0,14 (3,44) 1,72 (2,39) 0,90 (5,96) 1,18 (3,32)
Temporal p=0,009" p=0,756" p=0,028" p=0,173" p=0,084"

A (DE) -1,92 (50,25) |-9,88(25,26) |-5,37(41,94) |-6,51(87,70) | 11,48 (25,36)
Area ZAF p=0,764* p=0,139* p=0,652* p=0,778* p=0,072*
Regidon Global Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo
macular (leve) (moderado) | (severo) control

PVP

A (DE) 0,89 (4,42) 1,97 (5,75) | 0,23 (3,17) 1,36 (4,57) | -1,24 (4,98)
Central p=0,136" p=0,807" p=0,807" p=0,041" p=0,500"

A (DE) -7,17 (5,49) -7,28 (3,91) -6,18 (7,35) -6,83 (5,45) -8,07 (5,51)
Inferior p<0,001* p<0,001* p=0,010* p<0,001* p<0,001*

A (DE) -6,48 (4,87) -6,26 (6,11) -7,20 (3,64) -6,88 (4,48) -5,82 (5,03)
Superior p<0,001* p=0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*

A (DE) -2,93 (3,89) -3,75 (3,14) -3,03 (4,23) -2,96 (4,59) -2.08 (3,77)
Nasal p<0,001* p<0,001* p=0,024* p=0,025* p=0,031*

A (DE) -3,48 (3,73) -3,52 (3,02) -3,93 (3,94) -3,02 (4,72) -3.52 (3,50)
Temporal p<0,001* p<0,001* p=0,004* p=0,027* p=0,001*

't de Student pareada

"Test de rangos con signo de Wilcoxon

A: diferencia de medias (basal-segundo seguimiento)

Con el fin de representar la distribucién de los pardmetros analizados, se incluyen diagramas
de cajas. En la leyenda, los valores basales se identifican mediante la etiqueta “1”, mientras
que los correspondientes al segundo seguimiento se muestran con el mismo color, pero con un

patron de sombreado (barras ralladas), generalmente etiquetados como “3”.
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Figura 32. Comparacion del PVS central entre la visita basal y el segundo seguimiento segun
grupo clinico
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Figura 33. Comparacion de los cuadrantes del PVS entre la visita basal y el segundo
seguimiento segun grupo clinico.
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Figura 34. Comparacion de los cuadrantes del PVP entre la visita basal y el segundo
seguimiento segun grupo clinico.
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Figura 35. Comparacion del drea de la ZAF entre la visita basal y el segundo seguimiento seguin
grupo clinico.
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En relacidn con el PVC, los cambios longitudinales observados entre el seguimiento a los 3
meses y a los 3 afios fueron en general heterogéneos y de pequefia magnitud. En el sector
central no se observaron cambios significativos en el analisis global (A —0,01; p=0,988) ni en los
distintos grupos clinicos. En contraste, el sector inferior mostré una disminucidn significativa
de la DV en el andlisis global (A 2,66; p<0,001), hallazgo que se reprodujo de forma consistente
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en todos los subgrupos analizados (grupo leve: A 3,63; p=0,009; grupo moderado: A 3,41;
p=0,011; grupo severo: A 3,60; p=0,002; grupo control: A 1,95; p=0,035), indicando por tanto
un incremento de la DV a lo largo del tiempo en todos los grupos.

En el sector superior, el andlisis mostro diferencias significativas en el analisis global (A -3,12;
p<0,001), especialmente en los grupos moderado (A -3,76; p<0,001), severo (A -4,18;
p=0,002) y control (A -3,18; p<0,001). Los valores negativos observados indican en realidad un
aumento de la DVr, mientras que en el grupo leve esta tendencia no alcanzd significacion
estadistica. Finalmente, en los sectores nasal y temporal no se observaron cambios

significativos en ninguno de los grupos analizados.

Tabla 31. Anilisis longitudinal de los cambios en la densidad vascular macular entre la visita

basal y el segundo seguimiento en el plexo coriocapilar

Regidn Global Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo
macular (leve) (moderado) | (severo) control
PVC

A (DE) -0,01 (5,15) 1,83 (4,70) 0,23 (3,20) -2,20(7,61) |0,11(3,63)
Central p=0,988" p=0,154* p=0,799* p=0,280" p=0,896"
A (DE) 2,66 (4,89) 3,63 (4,42) 3,41 (5,43) 3,60 (5,59) 1,95 (6,49)
Inferior p<0,001" p=0,009" p=0,011" p=0,002" p=0,035"
A (DE) 3,12 (3,51) |-1,44(3,65) |-3,76(2,08) |-4,18(4,41) |-3,18(3,10)
Superior p<0,001* p=0,149* p<0,001* p=0,002* p<0,001*
A (DE) 0,10 (3,54) 0,02 (3,58) 0,55 (3,46) -0,81(4,16) |0,61(3,19)
Nasal p=0,814" p=0,975" p=0,572" p=0,457" p=0,426"
A (DE) -0,08 (3,31) | 0,27 (3,53) 0,71 (2,64) -1,29 (4,16) | 0,05 (2,71)
Temporal p=0,850" p=0,765" p=0,352"* p=0,250" p=0,932"

"t de Student pareada

"Test de rangos con signo de Wilcoxon

A: diferencia de medias (basal-segundo seguimiento)
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Figura 36. Comparacion de la densidad vascular del PVC entre la visita basal y el seguimiento

segun grupo clinico
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6.6. Cohorte long COVID
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6.6.1. Caracteristicas demograficas
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Para la cohorte de long COVID, el analisis oftalmoldgico se realizé entre el 25 de enero de 2023
y el 31 de julio de 2024, incluyendo un total de 73 participantes que accedieron a someterse a
la exploracion oftalmoldgica.

Se excluyeron 8 pacientes del analisis por no cumplir los criterios de inclusidn, resultando en
un total final de 65 sujetos evaluados.

Los participantes se distribuyeron en cuatro grupos: grupo control sin antecedente de COVID-
19 (n = 10), grupo 1 con antecedente de COVID-19 sin long COVID (n = 14), grupo 2 con long
COVID y deterioro cognitivo (n = 31) y grupo 3 con long COVID sin deterioro cognitivo (n = 10).

Tabla 32. Caracteristicas demograficas

Grupo Grupo1l- | Grupo2- | Grupo3— | Significacion
Control | sin Long Long Long
CovID COVID con | COVID sin
deterioro deterigro
cognitivo cognitivo
Numero de individuos (n) 10 14 31 10
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Sexo Hombre 3 2 2 1 0,263"
Mujer 7 12 29 9
Edad Media 52,97 46,23 47,06 47,63 0,630"
Area Servicios 0 1 1 0 0,717"
profesional sanitarios
Médico 3 2 3 1
Enfermero/ | O 2 7 2
a
Auxiliar 0 0 3 1
sanitario
Otros 7 9 17 6
Nivel Primaria 0 0 1 0 0,090
educativo
Universidad | 3 5 14 3
Master 2 5 2 4
Bachillerato | 2 0 11 2
Secundaria |0 0 2 0
Doctorado | 3 4 1 1
Hipertension | Si 1 2 4 2 0,926"
No 9 12 27 8
Colesterol Si 2 1 7 1 0,559°
No 8 13 24 9
Diabetes Si 0 0 0 0
No 10 14 31 10
Alcohol Si 4 7 11 4 0,871°
No 6 7 19 6
Tabaco Exfumador |6 5 12 1 0,203"
Nunca 4 9 16 7
Fumador 0 0 3 2
"
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*ANOVA de un factor

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro grupos en
ninguna de las variables categoricas analizadas (sexo, area profesional, nivel educativo,
hipertension, colesterol, alcohol y tabaco), ya que en todos los casos el valor de p fue superior
a 0,05.

La variable con mayor tendencia a diferencia fue el nivel educativo (p = 0,09), aunque no
alcanzo significacion estadistica. No hubo ningln paciente diabético en la cohorte.

6.6.2. Retinografias

6.6.2.1. Hallazgos cualitativos

En las retinografias Unicamente se identificaron dos hallazgos. Un paciente del grupo long
COVID con deterioro cognitivo, mostré una hemorragia intrarretiniana aislada, sin otros signos
asociados de retinopatia hipertensiva u otras alteraciones microvasculares. Asimismo, en otro
paciente del mismo grupo se observé la persistencia de fibras nerviosas mielinizadas, sin otros
hallazgos patoldgicos asociados.

6.6.2.2. Hallazgos cuantitativos

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el calibre de las arterias retinianas
entre los grupos (p = 0,008). Los valores medios fueron menores en el grupo control en
comparacion con los grupos con antecedente de COVID-19, especialmente en el grupo 2 (long
COVID con deterioro cognitivo), que presentd los valores mas elevados.

Tabla 33. Analisis comparativo de los parametros de la retinografia.

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control sin Long Long COVID | Long COVID
CovID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
CRAE Media 8,49 10,07 10,71 10,48 0,008*
(DE) (2,77) (1,00) (1,09) (1,25)
CRVE Media 12,56 14,60 15,30 15,02 0,063*
(DE) (4,94) (2,24) (1,40) (1,07)
Tortuosid | Media 1,015 1,018 1,018 1,014 0,559°*
ad arterial | (DE) (0,007) (0,007) (0,008) (0,004)
Tortuosid | Media 1,018 1,019 1,019 1,020 0,678*
ad venosa | (DE) (0,002) (0,008) (0,007) (0,003)

*ANOVA de un factor

En el andlisis post hoc con correccién de Bonferroni, se identificaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,005). No se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo 1 (p = 0,206) ni el grupo
3 (p = 0,078), ni entre el resto de comparaciones entre grupos.
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En cuanto al calibre venoso, no se alcanzaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos (p = 0,063), aunque se observé una tendencia hacia valores mds elevados en los
grupos con long COVID.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la tortuosidad arterial (p =
0,559) ni venosa (p = 0,678) entre los grupos.

6.6.3. OCT

6.6.3.1. Hallazgos cualitativos

Se identificd un Unico hallazgo patoldgico en el grupo 1, correspondiente a un paciente con un
agujero macular lamelar, con preservacién de las capas externas foveales.

6.6.3.2. Hallazgos cuantitativos

No se realizé un analisis estadistico de los grosores maculares. No obstante, en todos los casos,
los mapas de grosor macular se encontraban dentro de los valores de referencia de la base
normativa.

6.6.4. Angiografia por OCT

6.6.4.1. Densidad vascular en los plexos vasculares
6.6.4.1.1. Densidad vascular en los plexos vascular superficial

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la DV entre los grupos en
ninguna de las regiones analizadas: central (p = 0,268), superior (p = 0,402), inferior (p =
0,403), nasal (p = 0,221) ni temporal (p = 0,213).

Los valores medios fueron comparables entre los distintos grupos, sin evidenciarse un patrén
consistente en relacion con la presencia de long COVID o el deterioro cognitivo. Estos
resultados se representan de forma visual mediante un diagrama de cajas, que ilustra la
distribucidén de los valores en cada grupo.

Tabla 34. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVS

Grupo Grupo 1-—- Grupo 2 — Grupo 3 — Significacion
Control sin long Long COVID | Long COVID
CoviID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
Central Media 15,79 15,58 17,78 14,37 0,268"
(DE) (1,63) (4,49) (4,69) (3,52)
Superior Media 45,39 48,43 46,74 48,71 0,402%
(DE) (5,86) (1,64) (3,85) (1,69)
Inferior Media 44,61 47,23 46,81 46,06 0,403%
(DE) (5,05) (1,87) (3,05) (1,21)
Nasal Media 42,30 44,99 45,48 46,08 0,221%
(DE) (5,19) (2,88) (2,32) (1,71)
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Temporal

Media
(DE)

44,66
(5,20)

47,68
(1,37)

46,52
(3,08)

48,67
(1,57)

0,213%

*ANOVA de un factor
& Kruskal-Wallis

Figura 37. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS en todas las regiones maculares
seguln grupo
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6.6.4.1.2. Densidad vascular en el plexo vascular profundo

O Tempaoral

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la DV entre los grupos en
ninguna de las regiones analizadas: central (p = 0,184), superior (p = 0,288), inferior (p =
0,606), nasal (p = 0,370) ni temporal (p = 0,755).

Tabla 35. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVP

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control sin long Long COVID | Long COVID
CovID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
Central Media 14,30 12,05 15,10 12,08 0,184*
(DE) (4,09) (4,35) (4,36) (4,98)
Superior Media 48,32 48,42 47,97 50,07 0,288%
(DE) (4,28) (2,46) (3,84) (1,03)
Inferior Media 45,83 48,54 49,21 47,77 0,606%
(DE) (7,66) (4,00) (4,30) (2,57)
Nasal Media 46,50 48,59 46,71 49,66 0,370%
(DE) (2,56) (3,50) (6,33) (3,35)

81




Media
(DE)

Temporal 44,66 0,755%

(7,23)

46,08
(1,50)

45,60
(4,53)

46,82
(2,66)

*ANOVA de un factor
& Kruskal-Wallis

Figura 38. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP en todas las regiones maculares
segln grupo
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6.6.4.1.3. Densidad vascular en el plexo vascular de la coriocapilar

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las regiones
central (p = 0,836), superior (p = 0,919), nasal (p = 0,381) ni temporal (p = 0,087), con valores
medios comparables entre los distintos grupos.

Sin embargo, se identificaron diferencias estadisticamente significativas en la regién inferior (p
=0,021). En el analisis post hoc mediante U de Mann—Whitney, se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo 2 (p = 0,023), asi como entre el grupo 1y el
grupo 2 (p =0,010). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo 1 (p = 0,829), ni entre el grupo control y el grupo 3 (p = 0,220), ni entre el grupo 1 vy el
grupo 3 (p =0,159), ni entre los grupos 2y 3 (p = 0,702).

Estos resultados indican que los valores mas elevados observados en la region inferior se
concentran principalmente en el grupo 2 y menos marcadamente en el grupo 3.

Tabla 36. Analisis comparativo de la densidad vascular del PVC

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control sin long Long COVID | Long COVID
CovID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
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Central Media 52,79 51,62 51,62 52,52 0,836*
(DE) (4,30) (4,11) (3,57) (2,59)

Superior Media 51,37 52,53 52,07 51,79 0,919%
(DE) (3,45) (2,65) (2,50) (4,65)

Inferior Media 50,61 50,85 53,04 52,26 0,021%
(DE) (3,65) (2,32) (2,19) (2,96)

Nasal Media 54,24 52,69 52,52 52,11 0,381
(DE) (3,72) (2,03) (2,63) (1,71)

Temporal | Media 55,42 55,76 53,44 53,73 0,087
(DE) (2,41) (2,57) (3,06) (1,43)

*ANOVA de un factor
& Kruskal-Wallis

Figura 39. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC en todas las regiones maculares

segln grupo
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6.6.4.1.4. Calidad de las imagenes
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OVID sin

deterio

ro
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La siguiente tabla muestra los valores medios de calidad de imagen obtenidos en los distintos
grupos de la cohorte de long COVID. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (p = 0,558).

Tabla 37. Analisis comparativo de la calidad de las imagenes

Grupo
Control

Grupo 1 -
sin long
CoVID

Grupo 2 —
Long COVID
con
deterioro
cognitivo

Grupo 3 —
Long COVID
sin
deterioro
cognitivo

Significacion
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Calidad de
imagen

Media
(DE)

68,50
(8,76)

72,30
(3,12)

72,37
(5,68)

73,00
(4,69)

0,558%

& Kruskal-wallis

6.6.4.2 Zona avascular foveal

6.6.4.2.1 Andlisis cuantitativo del Area de la Zona Avascular Foveal

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0,388)

Tabla 38. Analisis comparativo del drea de la zona avascular foveal en la cohorte long COVID

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control sin long Long COVID | Long COVID
CovID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
Areadela | Media 261,82 327,01 250,90 247,74 0,388*
ZAF (DE) (140,30) (130,16) (105,87) (160,30)

*ANOVA de un factor

6.6.4.2.2 Analisis cualitativo

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en cuanto a

muescas o a zonas de pérdida vascular perifoveal.

Tabla 39. Analisis de los hallazgos patoldgicos a nivel de la zona avascular foveal

avasculares

Grupo Grupo 1- Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control sin long Long COVID | Long COVID
CovID con sin
deterioro deterioro
cognitivo cognitivo
Muescas N (%) 0 (0%) 2 (14,28%) 1(3,23%) 1 (10%) 0,340
Zonas N (%) 0 (0%) 0 (0%) 1(3,23%) 0 (0%) 1,000f

'Prueba exacta de Fisher-Freeman-Halton.

6.7. Analisis comparativo entre la cohorte COVID y la
cohorte long COVID

En este apartado se realiza un andlisis comparativo entre la cohorte COVID y la cohorte long
COVID. El objetivo de este andlisis es explorar posibles diferencias entre grupos en los

pardmetros clinicos y microvasculares evaluados.
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6.7.1. Plexo vascular superficial

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las regiones

central (p < 0,001), superior (p < 0,001) e inferior (p < 0,001), mientras que no se identificaron
diferencias en las regiones nasal (p = 0,085) ni temporal (p = 0,090).

En la regidn central, el grupo 2 (COVID severo) presentd valores inferiores en comparacién con

el grupo 1 (control/COVID leve) y el grupo 3 (long COVID). En el andlisis post hoc con

correccion de Bonferroni, se observaron diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 2
(p <0,001), asi como entre el grupo 2 y el grupo 3 (p < 0,001), sin diferencias entre el grupo 1y

el grupo 3 (p=1).

Tabla 40. Analisis comparativo a nivel del plexo vascular superficial

Grupo 1- | Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control/ | COVID Long COVID
COVID severo
leve
Central Media 16,93 13,54 17,21 <0,001*
(DE) (3,51) (4,38) (4,65)
Superior Media 49,52 49,25 46,69 <0,001*
(DE) (3,24) (2,91) (2,83)
Inferior Media 50,21 49,11 47,07 <0,001%
(DE) (3,18) (4,65) (3,64)
Nasal Media 44,10 44,30 45,58 0,085*
(DE) (3,70) (3,26) (2,22)
Temporal | Media 47,34 48,06 46,88 0,090%
(DE) (2,63) (4,05) (2,98)

*ANOVA de un factor
& Kruskal-Wallis

Figura 40. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVS central segin grupo
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En la regién superior, el grupo 3 (long COVID) presenté valores inferiores respecto a los otros
grupos. El analisis post hoc Bonferroni mostro diferencias significativas entre el grupo 1y el
grupo 3 (p < 0,001), asi como entre el grupo 2 y el grupo 3 (p = 0,001), sin diferencias entre el
grupo 1y el grupo 2 (p=1).

En la misma linea, en la region inferior, el analisis post hoc mediante test de Mann-Whitney
mostro diferencias significativas entre el grupo 1y el grupo 3 (p < 0,001), asi como entre el
grupo 2y el grupo 3 (p =0,017), sin diferencias entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,310).

Figura 41. Diagramas de cajas de la densidad vascular del resto de regiones maculares del PVS
segun grupo
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6.7.2. Plexo vascular profundo

La siguiente tabla muestra los valores de DV en el PVP para los tres grupos analizados. Se

observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en las regiones central
(p <0,001), superior (p <0,001), inferior (p < 0,001) y temporal (p = 0,008), mientras que no se
identificaron diferencias en la regién nasal (p = 0,425).

Tabla 41. Analisis comparativo a nivel del plexo vascular profundo

Grupo 1- | Grupo 2 - Grupo 3 - Significacién
Control/ | COVID Long COVID
COVID severo
leve
Central Media 15,76 11,15 14,60 <0,001*
(DE) (4,30) (4,54) (4,54)
Superior Media 45,46 45,94 48,32 <0,001%
(DE) (3,79) (4,47) (3,60)
Inferior Media 46,40 45,27 48,97 <0,001%
(DE) (4,35) (5,24) (4,07)
Nasal Media 45,94 46,60 45,80 0,425%
(DE) (3,22) (4,54) (4,26)
Temporal | Media 44,75 45,82 48,03 0,008*
(DE) (3,83) (3,05) (2,85)

*ANOVA de un factor
&Kruskal-Wallis

En la regién central, el grupo 2 (COVID severo) presentd valores significativamente inferiores
en comparacioén con el grupo 1y el grupo 3. El andlisis post hoc con correccién de Bonferroni

confirmé diferencias entre el grupo 1y el grupo 2 (p < 0,001) y entre el grupo 2 y el grupo 3 (p

=0,002), sin diferencias entre el grupo 1y el grupo 3 (p = 0,679).

Figura 42. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVP central segin grupo
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En la regidén superior, el andlisis post hoc mediante test de Mann-Whitney mostré que el grupo
3 (long COVID) presentd valores significativamente mds elevados en comparacién con el grupo
1(p<0,001)y el grupo 2 (p = 0,008), sin diferencias entre los grupos 1y 2 (p = 0,462).

De forma similar, en la regién inferior, el andlisis post hoc con Mann-Whitney evidencié valores
superiores en el grupo 3 respecto al grupo 1 (p = 0,001) y al grupo 2 (p < 0,001), sin diferencias
entre estos ultimos (p = 0,405).

En la regién temporal, el analisis post hoc con correccidon de Bonferroni mostré que el grupo 3
presentd valores mas elevados en comparacion con el grupo 1 (p < 0,001) y el grupo 2 (p =
0,011), sin diferencias entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,332).

Figura 43. Diagramas de cajas de la densidad vascular del resto de regiones maculares del PVP
seguln grupo
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6.7.3. Plexo vascular de la coriocapilar

La siguiente tabla muestra los valores de densidad en el PVC para los tres grupos analizados.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la region
central (p = 0,454) ni en la region temporal (p = 0,284).

Sin embargo, se identificaron diferencias significativas en las regiones superior (p = 0,001),
inferior (p = 0,008) y nasal (p < 0,001).

En la regién superior, el andlisis post hoc con correccidon de Bonferroni mostré que el grupo 3
(long COVID) presenté valores significativamente mas elevados en comparacién con el grupo 2
(COVID severo) (p = 0,001), sin diferencias entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,091) ni entre el
grupo 1y el grupo 3 (p =0,221).

De forma similar, en la regidn inferior, el analisis post hoc con Bonferroni evidencié que el
grupo 3 presentd valores superiores al grupo 2 (p = 0,001), sin diferencias entre el grupo 1y el
grupo 2 (p =0,091) ni entre el grupo 1y el grupo 3 (p =0,221).

En la regién nasal, el analisis post hoc mediante test de Mann-Whitney mostré que el grupo 3
presentd valores significativamente mas elevados en comparacién tanto con el grupo 2 (p <
0,001) como con el grupo 1 (p = 0,001), sin diferencias entre el grupo 1y el grupo 2 (p = 0,376).

Tabla 42. Analisis comparativo a nivel del plexo vascular de la coriocapilar

Grupo1- | Grupo 2 - Grupo 3 - Significacion
Control/ | COVID Long COVID
COVID severo
leve
Central Media 52,64 51,58 51,77 0,454*
(DE) (4,33) (5,48) (3,41)
Superior Media 50,77 49,37 52,02 0,001*
(DE) (2,92) (3,78) (2,88)
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Inferior Media 51,47 50,79 53,03 0,008*
(DE) (2,78) (4,03) (2,72)

Nasal Media 51,69 51,05 53,49 <0,001%
(DE) (2,74) (3,60) (2,84)

Temporal | Media 53,26 53,34 52,44 0,284
(DE) (2,78) (2,94) (2,48)

*ANOVA de un factor

& Kruskal-Wallis

Figura 44. Diagramas de cajas de la densidad vascular del PVC segun grupo
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7. DISCUSION

Los resultados de este estudio sugieren que la infeccion por SARS-CoV-2, especialmente en sus
formas moderadas y graves, se asocia con alteraciones subclinicas de la microvasculatura
retiniana detectables mediante OCTA, mientras que las técnicas estructurales convencionales,
como la retinografia y la OCT, no evidencian secuelas retinianas persistentes.

No obstante, este patrén no se reprodujo de forma consistente en la cohorte long COVID, en la
gue no se identificd un perfil microvascular diferencial asociado al deterioro cognitivo. Estos
hallazgos sugieren que la afectacidon microvascular retiniana observada podria estar mas
vinculada a la gravedad de la infeccidn aguda que a las manifestaciones clinicas persistentes
del sindrome post-COVID.

7.1. Respecto al diseiio, inclusion y exclusion de
pacientes

7.1.1. Disefio y justificacion de las cohortes

El presente estudio se estructurd en dos cohortes independientes. En primer lugar, se diseiid
un estudio prospectivo de casos y controles con seguimiento longitudinal iniciado durante la
primera fase de la pandemia de COVID-19. Posteriormente, el estudio se complementé
mediante la incorporacidn de una segunda cohorte de pacientes (cohorte long COVID),
analizada mediante un disefio transversal.

En el disefio de la cohorte COVID-19 se incluyeron cuatro grupos de estudio: un grupo control
sin antecedentes de infeccién por SARS-CoV-2 y tres grupos de pacientes con infeccién
confirmada mediante PCR estratificados segun la gravedad clinica de la enfermedad (leve,
moderada y grave). Esta estratificacion respondid al contexto cientifico existente en los
primeros meses de la pandemia, en el que se postulaba que la gravedad de la enfermedad y la
intensidad de la respuesta inflamatoria sistémica; reflejada entre otros, por marcadores como
los niveles de interleucina-6. De hecho, se identificé que los valores elevados de IL-6 se
correlacionan con mayor gravedad clinica de la neumonia por COVID-19, asi como con un
mayor riesgo de ingreso en UCI, ventilacion mecéanica y mortalidad (191, 192). En este sentido,
la clasificacién por gravedad permitié explorar la posible existencia de un gradiente de
afectacidn microvascular retiniana en funcién de la severidad de la infeccién aguda como una
de las hipdtesis secundarias del estudio.

Asimismo, en esta cohorte se evalué el uso concomitante de IECA y ARA Il. Dado que el
receptor ACE2 actla como puerta de entrada del SARS-CoV-2 en las células, se planted la
hipétesis de que farmacos moduladores del sistema renina-angiotensina podrian influir en la
evolucion de la infeccidon. Sin embargo, la evidencia demostrd que el uso concomitante de IECA
y ARA Il no se asocia con un aumento de la mortalidad ni de la gravedad de la enfermedad en
pacientes con COVID-19 (193).
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7.1.2. Cohorte long COVID y sintomas neurocognitivos

La cohorte long COVID se disefid para ampliar el alcance del estudio hacia la fase post-aguda
de la enfermedad. En la cohorte long COVID se incluyeron cuatro grupos de estudio: un grupo
control sin antecedente de infeccidon por SARS-COV-2, un grupo de pacientes con antecedente
de COVID-19 sin long COVID, un grupo de pacientes con long COVID asociado a deterioro
cognitivo y un grupo de pacientes con long COVID sin deterioro cognitivo.

Estudios recientes describieron alteraciones estructurales en la sustancia blanca cerebral
detectadas mediante resonancia magnética en pacientes con long COVID y sintomas
neuroldgicos (194). Por ello, la diferenciacién entre pacientes con y sin deterioro cognitivo se
realizé con el objetivo de explorar la posible relacién entre alteraciones microvasculares
retinianas y manifestaciones neuroldgicas persistentes, evaluando el potencial de la OCTA
como biomarcador de deterioro cognitivo tras la enfermedad.

7.1.3. Tamano muestral

El tamafio muestral de la cohorte COVID-19 debe interpretarse en el contexto del
reclutamiento realizado durante la primera fase de la pandemia, en un periodo caracterizado
por importantes limitaciones asistenciales y logisticas. La realizacion de exploraciones
oftalmolégicas completas, incluyendo OCT y OCTA, requirid condiciones técnicas especificas y
la colaboracién activa del paciente, lo que condiciond el nimero de participantes incluidos. No
obstante, la cohorte obtenida permitié analizar los pardmetros microvasculares retinianos de
interés y es similar o mayor al tamafo muestral de otros estudios publicados que han evaluado
la microvasculatura retiniana mediante OCTA en pacientes con COVID-19.

Sin embargo, la cohorte long COVID no alcanzé finalmente el tamafio muestral inicialmente
previsto ni presentd una distribucion homogénea entre los grupos. Esta limitacién debe
interpretarse en el contexto del reclutamiento real de pacientes con sintomas persistentes, en
el que determinados perfiles clinicos, especialmente los pacientes con long COVID y deterioro
cognitivo, pudieron estar mas representados por presentar mayor sintomatologia o mayor
motivacién para participar en estudios clinicos. Este desequilibrio reduce la potencia
estadistica para detectar diferencias entre grupos y aumenta el riesgo de error tipo I,
especialmente en comparaciones entre subgrupos con menor niumero de participantes.

7.1.4. Comparabilidad entre cohortes y control de factores de confusion

Los criterios de exclusién, comunes a ambas cohortes, se establecieron con el objetivo de
obtener una muestra homogénea desde el punto de vista oftalmoldgico y reducir factores de
confusién relacionados con patologia oftalmoldgica como la miopia magna o enfermedades
vasculares sistémicas que pudiera producir alteraciones en la DV o signos de retinopatia.

Aunque la cohorte long COVID fue incorporada de forma independiente y con un disefio
transversal, ambas cohortes fueron evaluadas mediante criterios oftalmolégicos y
procedimientos de imagen comparables, y compartieron criterios de exclusién. Desde este
punto de vista, las cohortes pueden considerarse razonablemente comparables para el andlisis
exploratorio de parametros retinianos. Ademas, la disponibilidad de una cohorte longitudinal
inicial y una cohorte independiente centrada en long COVID constituye una fortaleza del
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estudio, ya que permite abordar la afectacién retiniana desde dos perspectivas
complementarias: la evolucién temporal tras la infeccién aguda y la posible asociacion con
sintomas persistentes en la fase post-aguda.

No obstante, una limitacidn del estudio es que no se realizé una comparacion estadistica
formal de las caracteristicas demograficas y clinicas entre la cohorte COVID-19 longitudinal
inicial y la cohorte long COVID. Por tanto, aunque ambas cohortes fueron reclutadas bajo
criterios similares y evaluadas con técnicas de imagen estandarizadas, no puede descartarse
completamente la influencia de diferencias residuales en variables como edad, sexo,
comorbilidades, origen étnico, gravedad de la infeccidn inicial o tiempo transcurrido desde la
infeccidn. Este aspecto resulta especialmente relevante en estudios de microvasculatura
retiniana, ya que algunos de estos factores pueden influir sobre los pardmetros de OCTA.

Asimismo, debe considerarse la posible influencia de la variable étnica como factor de
confusién. En nuestro estudio se observé una mayor proporcidn de pacientes de origen latino
en los grupos con enfermedad moderada y grave de la cohorte COVID-19, lo que podria
reflejar factores epidemioldgicos propios de la poblacion atendida durante la primera ola de la
pandemia. Aunque la evidencia disponible es limitada, algunos estudios han descrito
diferencias interétnicas en la microvasculatura retiniana evaluada mediante OCTA. En
concreto, Bujor et al. compararon una cohorte de 92 individuos de origen chino y 99
caucdsicos, observando que los sujetos chinos presentaban valores significativamente mayores
en determinadas métricas del PVS y del PVC, incluso tras ajustar por factores de confusion
relevantes como edad, diabetes, hipertension, calidad de la sefial y longitud axial (195). Por su
parte, Massamba et al., en un estudio realizado en poblacién estadounidense (Chicago),
analizaron 29 sujetos afroamericanos y 29 caucdsicos, describiendo una menor densidad
vascular en los PVS y PVP en los individuos afroamericanos, junto con un aumento del area de
la ZAF y una disminucidn significativa de la DV foveolar y parafoveolar (196). Si bien, no hay
evidencia especifica en cuanto a poblacidn latina, esto podria influir en los parametros
microvasculares retinianos y actuar como factores de confusion.

7.1.5. Seguimiento longitudinal

El disefio del estudio de la cohorte COVID-19 incluyd una evaluacion basal durante la fase
inicial de la pandemia, seguida de un primer seguimiento pasados 8 meses con el objetivo de
analizar la evolucién temprana de las alteraciones microvasculares retinianas detectadas. Dado
que en este segundo punto temporal no se observaron cambios significativos, se planted un
seguimiento tardio aproximadamente a los 3 afios para explorar la posible persistencia o
recuperacion de dichas alteraciones a largo plazo. Este enfoque longitudinal permitié evaluar
la estabilidad temporal de los hallazgos microvasculares. Cabe destacar que la mayoria de los
estudios publicados que han analizado la microvasculatura retiniana mediante OCTA en
pacientes con COVID-19 presentan disefios transversales o seguimientos relativamente cortos,
generalmente inferiores a un afio.

Entre las principales fortalezas del estudio destacan su disefio prospectivo en la cohorte
COVID-19 inicial, la caracterizacidn clinica detallada de los grupos, la utilizacién de técnicas de
imagen oftalmoldgica estandarizadas y la incorporacién posterior de una cohorte long COVID
especificamente orientada a explorar sintomas persistentes y deterioro cognitivo.
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Asimismo, el seguimiento longitudinal prolongado constituye un aspecto especialmente
relevante en comparacion con la literatura disponible. Sin embargo, es importante considerar
las pérdidas de seguimiento a lo largo del estudio, especialmente en la cohorte COVID-19. En
el segundo seguimiento se observé una reduccidn del tamaio muestral en todos los grupos
respecto a la visita basal, con una pérdida de 11 pacientes en el grupo control (27 vs. 16;
40,7%), 14 pacientes en el grupo de enfermedad leve (30 vs. 16; 46,7%), 11 pacientes en el
grupo de enfermedad moderada (24 vs. 13; 45,8%) y 7 pacientes en el grupo de enfermedad
severa (22 vs. 15; 31,8%). Estas pérdidas fueron relativamente elevadas y mas acusadas en los
grupos leve y moderado, lo que podria introducir un sesgo de seleccidn, especialmente si los
pacientes que no completaron el seguimiento presentaban caracteristicas clinicas distintas,
como menor adherencia al seguimiento o diferente evolucidn clinica. Por un lado, los
pacientes con recuperacién completa pudieron tener menor motivacion para acudir a
controles, lo que podria sobreestimar la persistencia de las alteraciones microvasculares. Por
otro, los pacientes con sintomas post-COVID mas incapacitantes, como fatiga o disnea,
pudieron presentar mayor dificultad para completar el seguimiento, lo que podria infraestimar
su magnitud real. Este aspecto debe tenerse en cuenta al interpretar los resultados
longitudinales del estudio.

En segundo lugar, el cardcter transversal de la cohorte long COVID impide establecer
relaciones temporales. En tercer lugar, la falta de cumplimiento del tamafio muestral previsto
y la distribucién desigual entre grupos reducen la potencia estadistica y limitan la
interpretacion de los analisis. Finalmente, la ausencia de una comparacién demografica formal
entre cohortes y la posible influencia de variables residuales no controladas, como etnia,
comorbilidades o tiempo desde la infeccidn, obligan a interpretar los resultados como
exploratorios.

7.2. Respecto al analisis de las retinografias

Al principio de la pandemia se publicaron diversos estudios que describen posibles
manifestaciones retinianas asociadas a COVID-19, muchas de ellas relacionadas con
fendmenos tromboembdlicos, inflamatorios o de disfuncidon endotelial. En nuestra cohorte
COVID-19 no se identificaron hallazgos patoldgicos en la retinografia que pudieran atribuirse al
virus ni en la visita basal realizada aproximadamente a los tres meses de la infeccion ni en las
fases tardias del seguimiento. En la evaluacidn de pardmetros vasculares arteriales y venosos,
como el calibre y la tortuosidad de los vasos, tampoco hubo diferencias significativas entre
grupos durante el seguimiento.

En uno de los primeros trabajos publicados, Invernizzi et al. evaluaron 54 pacientes con COVID-
19 durante el primer mes desde el inicio de la infeccién, en comparacion con 133 controles, y
describieron la presencia de exudados algodonosos en el 7,4% de los casos, hemorragias
retinianas en el 9,25% y dilatacién venosa en el 27,7%, con didmetros arteriales y venosos
significativamente mayores que en el grupo control; ademas, el calibre venoso se correlacioné
con la gravedad sistémica y con el tiempo de evolucién de los sintomas (19). De forma similar,
Landecho et al. identificaron exudados algodonosos en 6 de 27 pacientes asintomaticos
evaluados tras el alta hospitalaria, con una media de 43 dias desde el inicio de los sintomas de
COVID-19 (197).
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Otros estudios pusieron el foco en las hemorragias retinianas. Lani-Louzada et al. observaron
hemorragias intrarretinianas en 3 de 25 pacientes hospitalizados (12%) mediante retinografia
en color, con una media de 24 dias desde el inicio de los sintomas. Por su parte, Pereira et al.
describieron hallazgos en 10 de 18 pacientes con enfermedad grave (55,6%), evaluados a los
12 dias de media desde el inicio de los sintomas, incluyendo hiperpigmentacién macular,
exudados duros, exudados algodonosos, palidez sectorial y hemorragias periféricas y
peripapilares (198).

En conjunto, estos estudios se centran en fases muy precoces o hiperagudas de la enfermedad.
En este sentido, es plausible que estos signos de retinopatia aguda, potencialmente
relacionados con fenédmenos microvasculares transitorios o inflamatorios, presenten una
evolucidn autolimitada y tiendan a resolverse con el tiempo. Esto podria explicar la ausencia
de hallazgos retinianos estructurales evidentes en nuestra evaluacién basal, realizada
aproximadamente a los 3 meses del episodio agudo. En este sentido, la serie de Bilbao-Malavé
et al. mostrd la resolucion de 5 de los 6 casos con exudados algodonosos detectados en la
evaluacion inicial a los 6 meses, con desaparicion completa de todos ellos a los 12 meses, lo
que refuerza la hipdtesis de una evolucién reversible de estas alteraciones (199).

No obstante, sigue sin estar claro si estos cambios microvasculares pueden atribuirse
directamente a la infeccidén por SARS-CoV-2 o si son consecuencia del estado general de
inestabilidad hemodinamica y de la intensa respuesta inflamatoria observada en pacientes
criticos, especialmente aquellos que requieren ingreso en UCI o ventilacién con presiéon
positiva. Cabe destacar que hallazgos retinianos similares han sido previamente descritos en
pacientes ingresados en UCl independientemente de la infeccién por SARS-CoV-2 (200).

Posteriormente, Patel et al., en un analisis retrospectivo de 48 ojos con fotografias de fondo de
ojo de pacientes con COVID-19 confirmada evaluados dentro de los 90 dias desde el
diagndstico, encontraron hemorragias retinianas en el 27,1% de los casos y edema de papila
en el 2,1%, sin detectar exudados algodonosos. Sin embargo, en un subanilisis restringido a
ojos sin patologia vascular concomitante, estas alteraciones no se reprodujeron, lo que
refuerza la posible influencia de factores de confusién como las comorbilidades vasculares o la
propia gravedad clinica de los pacientes (201).

En la cohorte de long COVID, no se identificaron hallazgos estructurales evidentes ni resultados
consistentes en el andlisis cuantitativo global. No obstante, se observd una tendencia hacia
mayores calibres arteriales y venosos en los grupos con long COVID en comparacion con el
grupo control. En concreto, el calibre equivalente retiniano arterial mostré diferencias globales
estadisticamente significativas, con valores medios superiores en el grupo de long COVID con
deterioro cognitivo en comparacién con el grupo control.

La ausencia de una significacidn estadistica consistente limita la interpretacién de estos
hallazgos, que podrian reflejar tanto la heterogeneidad clinica del sindrome post-COVID como
la influencia de factores de confusién no controlados. Desde el punto de vista de la literatura,
la evidencia sobre alteraciones del calibre vascular retiniano en long COVID es muy limitada, y
la mayoria de los estudios publicados se han centrado en fases agudas de la enfermedad o en
parametros microvasculares evaluados mediante OCTA, mas que en medidas clasicas de
calibre vascular. En investigacion epidemioldgica, el calibre equivalente retiniano arterial se
utiliza como un biomarcador vascular, cuya disminucion se ha asociado de forma consistente
con la hipertension arterial y la enfermedad coronaria (202).
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En conjunto, estos resultados sugieren que la retinografia no permitié identificar un patrén
vascular o estructural consistente atribuible a la infeccidon por SARS-CoV-2 o al sindrome long
COVID, reforzando la idea de que las posibles alteraciones retinianas persistentes se sitian por
debajo del umbral de deteccidn de las técnicas funduscépicas convencionales.

7.3. Respecto al analisis del OCT

En el presente estudio no se identificaron alteraciones cualitativas relevantes en las imagenes
estructurales obtenidas mediante OCT en ninguno de los puntos de seguimiento de la cohorte
COVID y de la cohorte long COVID, sin observarse exudados algodonosos, hemorragias
intrarretinianas, edema macular ni signos compatibles con isquemia retiniana aguda o crdnica.
Tampoco se detectaron cambios significativos en el grosor de las regiones maculares en
comparacion con la base normativa.

Unicamente se detectaron algunos casos aislados de hemorragias durante el seguimiento en
las cohortes COVID y long COVID, sin otras alteraciones retinianas asociadas ni cambios
estructurales detectables en las capas retinianas en la OCT, que, dado su caracter puntual, se
interpretaron como eventos vasculares menores transitorios sin evidencia de relacion directa
con daino microvascular persistente inducido por la infeccién por SARS-CoV-2.

Estos resultados contrastan con algunas descripciones iniciales de alteraciones retinianas
estructurales asociadas a COVID-19. Uno de los primeros trabajos en reportar hallazgos
retinianos en pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 fue el estudio de Marinho et al. (18)
publicado en The Lancet. En este estudio observacional se evaluaron 12 pacientes con COVID-
19 mediante OCT, con un intervalo desde el inicio de los sintomas de entre 11y 33 dias. En
dicho estudio se describid la presencia de bandas hiperreflectivas en las capas internas de la
retina, especificamente en la capa de células ganglionares y la capa plexiforme interna,
localizadas principalmente en la regién papilomacular de ambos ojos. Los autores también
describieron la presencia de microhemorragias y exudados algodonosos en algunos pacientes,
sugiriendo un posible compromiso microvascular retiniano asociado a la infeccién. Sin
embargo, la interpretacion de estos hallazgos fue posteriormente objeto de debate en la
literatura, ya que diversos autores han sefialado que las estructuras hiperreflectivas descritas
podrian corresponder a vasos retinianos normales observados en corte transversal.

En relacidn con el analisis cuantitativo del grosor retiniano, los resultados publicados en la
literatura son heterogéneos. Abrishami et al. describieron una tendencia hacia un aumento del
grosor retiniano en pacientes con antecedente de COVID-19, aunque sin alcanzar significacion
estadistica (203). Szkodny et al., en un estudio que incluyd 156 ojos de pacientes post-COVID-
19 (sin estratificacion por gravedad) y 98 ojos de sujetos control, no detectaron diferencias
significativas en el grosor macular central ni en el grosor de la capa de fibras nerviosas (204).

De forma concordante, estudios longitudinales con seguimiento de hasta 6 meses tampoco
han evidenciado alteraciones estructurales relevantes en OCT, aunque si se han descrito
cambios cuantitativos sutiles, como un aumento del grosor retiniano central y una disminucion
del grosor de la capa de fibras nerviosas de la retina y de la capa de células ganglionares en
regiones parafoveales (199). En conjunto, estos resultados inconsistentes ponen de manifiesto
la necesidad de estudios con mayor tamafio muestral que tengan en cuenta factores de
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confusién relevantes, como la gravedad de la enfermedad o el momento evolutivo de la
misma.

En conjunto, la heterogeneidad de los resultados publicados indica que las alteraciones
estructurales retinianas detectables mediante OCT no representan un hallazgo constante en
pacientes con antecedente de COVID-19. Nuestros resultados son concordantes con esta
interpretacion, al no evidenciar secuelas estructurales persistentes en fases tardias, lo que
sugiere que las manifestaciones descritas en fases iniciales podrian ser transitorias o no
detectables mediante OCT convencional a largo plazo. Esta aparente normalidad estructural
contrasta con los hallazgos observados mediante OCTA, lo que subraya la importancia de
evaluar especificamente la microcirculacién retiniana.

En la cohorte long COVID tampoco se identificaron hallazgos estructurales evidentes mediante
OCT ni resultados cuantitativos consistentes en el analisis global. Sin embargo, existe un
estudio reciente en una muestra reducida de pacientes con sindrome post-COVID que ha
descrito cambios sutiles en las capas internas de la retina, incluyendo un adelgazamiento focal
de la capa de fibras nerviosas maculares, asi como una disminucidn mds generalizada en la
capa de células ganglionares y la capa plexiforme interna, sin afectacion significativa de la capa
de fibras nerviosas peripapilar ni del grosor macular central (205).

No obstante, estos hallazgos deben interpretarse con cautela. El tamafo muestral limitado
(incluyen 34 ojos de 20 pacientes con long COVID), la naturaleza focal de algunos de los
cambios descritos, como el adelgazamiento restringido a un Unico sector macular de la capa de
fibras nerviosas retinianas y la ausencia de confirmacion en otros estudios dificultan establecer
su relevancia clinica y su reproducibilidad. En este sentido, la evidencia disponible sigue siendo
insuficiente para concluir la existencia de dafio estructural retiniano por OCT consistente en
pacientes con long COVID.

Por ello, son necesarios estudios adicionales que analicen de forma estandarizada y especifica
el grosor de la RNFL macular y peripapilar y de la GCL para determinar si existe una posible
pérdida de tejido neuronal a nivel retiniano. En este contexto, el estudio del PVS mediante
OCTA podria constituir un marcador indirecto, dada su estrecha relacién fisiolégica con las
capas neuronales internas de la retina.

7.4. Respecto a los hallazgos de la angiografia por OCT

7.4.1. Cohorte COVID

En el presente trabajo los pacientes fueron evaluados inicialmente dentro de los tres meses
posteriores a la confirmacion de la infeccién mediante PCR, lo que sitda el andlisis en una fase
post-aguda relativamente temprana. En esta visita basal, el principal hallazgo fue una
reduccidn significativa de la DV central en los PVS y PVP en pacientes con COVID-19 moderado
y grave, mientras que los casos leves no difirieron del grupo control. Este hallazgo constituye
uno de los resultados centrales del presente trabajo, ya que identifica un patrén
anatémicamente coherente de afectacidn microvascular central en ambos plexos retinianos
internos, asociado a la gravedad de la infeccién aguda.
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Este patrdn, caracterizado por una mayor afectacién en pacientes con mayor gravedad, sugirié
una posible relacidn entre la severidad clinica de la enfermedad y el grado de afectacion
microvascular retiniana. Los resultados correspondientes a la visita basal fueron publicados en
BMJ Ophthalmology (206). Este trabajo se situd entre los primeros en describir alteraciones en
la microvasculatura retiniana mediante OCTA en el contexto de la infeccién por SARS-CoV-2, y
contribuyd a abrir una linea de investigacion sobre la posible afectacién microvascular ocular
asociada a la enfermedad.

Estos hallazgos fueron posteriormente respaldados por multiples estudios internacionales. Los
primeros trabajos publicados tras el inicio de la pandemia (2021-2022) confirmaron la
presencia de alteraciones cuantitativas en la microvasculatura retiniana evaluada mediante
OCTA, aunque con cierta heterogeneidad en funcion del tiempo desde la infeccion, la gravedad
clinica y las métricas analizadas.

En este sentido, Guemes-Villahoz et al., realizaron un estudio mediante OCTA (Zeiss Cirrus
5000 with AngioPlex; Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA, USA) en 80 pacientes evaluados 4
semanas después de la infeccion aguda por SARS-CoV-2, observando que aquellos con niveles
de dimero-D > 500 ng/ml presentaban una disminucidn significativa de la DV central, asi como
una reduccion significativa de la perfusién vascular central y de la DV y perfusidn en el sector
temporal interno de la macula, sin diferencias en el drea de la ZAF (207).

Otros grupos obtuvieron resultados similares. El grupo irani de Abrishami et al., describid
hallazgos concordantes en un estudio caso-control que incluyé 19 pacientes con infeccién
confirmada por PCR y evaluados aproximadamente dos semanas después de la recuperacion,
junto con 23 sujetos control sanos. En este trabajo, utilizando OCTA con el sistema AngioVue
(RTVue XR Avanti, Optovue Inc., Fremont, CA, USA), se observé una disminucién de la DV en
los PVS y PVP, asi como un aumento del area de la ZAF en pacientes recuperados de COVID-19.
Estas diferencias se hicieron mas evidentes tras estratificar a los pacientes segun la gravedad
clinica, particularmente entre pacientes hospitalizados y no hospitalizados (208).

Posteriormente, Chiosi et al. publicaron un estudio retrospectivo en el que evaluaron la
microvasculatura retiniana mediante OCTA utilizando el dispositivo Topcon DRI OCT Triton
(Topcon Corporation, Japdn) en 140 pacientes recuperados de COVID-19, aproximadamente
un mes después de la infeccidn. Sus resultados mostraron una reduccidn significativa de la DV
central en el PVP, pero también en el PVC, detectada en aproximadamente dos tercios de los
pacientes analizados (209).

De forma similar, Cebi et al., analizaron la microvasculatura retiniana mediante OCTA (Optovue
Inc., Fremont, CA, USA) en un estudio caso-control que incluyd 52 pacientes con antecedente
de COVID-19 y 52 controles sanos, evaluados tras una media de 62 dias desde la PCR positiva.
En este estudio se excluyeron pacientes que hubieran requerido hospitalizacién o ingreso en
UCI, con el objetivo de analizar las posibles alteraciones microvasculares en formas leves de la
enfermedad. A pesar de ello, los autores observaron una reduccion significativa de la DV en los
plexos capilares superficial parafoveal, profundo parafoveal y perifoveal en los pacientes con
antecedente de COVID-19 en comparacion con los controles (210).

A pesar de la heterogeneidad metodoldgica entre estudios, incluyendo diferencias en los
dispositivos utilizados (Optovue, Zeiss o Topcon), los algoritmos de segmentacion y las
ventanas temporales de evaluacidn, existe una tendencia global consistente hacia una
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disminucién de la densidad vascular retiniana en pacientes con antecedente de COVID-19,
particularmente en aquellos con mayor gravedad clinica. No obstante, factores como el
momento de evaluacién, la severidad de los pacientes incluidos y las diferencias
metodoldgicas entre estudios podrian contribuir a la variabilidad observada.

En este contexto, nuestros resultados no solo son concordantes con la direcciéon general de la
literatura, sino que aportan un elemento adicional relevante al mostrar que la afectacion se
concentra de forma reproducible en la regidn central del PVS y del PVP, especialmente en los
pacientes con enfermedad moderada o grave. Sin embargo, algunos resultados secundarios no
siguieron una distribucién anatémica claramente consistente. Diferencias aisladas en
determinados sectores, como regiones nasales o parametros de la coriocapilar, deben
interpretarse con prudencia, especialmente cuando no se acompaifan de un patrdn paralelo
en otros plexos, sectores o grupos de gravedad. Estos hallazgos podrian reflejar variabilidad
metodoldgica, diferencias en la calidad de sefal, errores de segmentacidn, artefactos de
proyeccion o limitaciones derivadas del tamafio muestral, mas que una afectacién
microvascular especifica y reproducible. Por ello, la interpretacion de los resultados debe
centrarse en los hallazgos mas consistentes del estudio: la reduccion central de la DV en el PVS
y el PVP en pacientes con enfermedad moderada o grave, asi como su persistencia durante el
seguimiento longitudinal.

7.4.1.1. Evolucién longitudinal de los hallazgos en OCTA

La visita basal se realizd durante la primera ola de la pandemia, seguida de un primer
seguimiento pasados 8 meses para evaluar la evolucidn temprana de las alteraciones
microvasculares detectadas mediante OCTA. Los resultados mostraron que la reduccion de la
densidad vascular retiniana permanecia estable en el tiempo, sin evidenciarse una
recuperacion significativa. Este hallazgo sugirié que las alteraciones microvasculares asociadas
a la infeccion por SARS-CoV-2 podian persistir durante meses, al menos en pacientes con
formas moderadas o graves.

Dada la persistencia de la reduccion microvascular, se planted un seguimiento tardio, realizado
aproximadamente a los 3 afios de la visita basal, con el objetivo de analizar la evolucién a largo
plazo de estos hallazgos. Aunque el disefio no incluyé evaluaciones periddicas intermedias, la
ausencia de cambios en el primer seguimiento hacia razonable ampliar el intervalo temporal
para explorar posibles secuelas tardias.

El analisis longitudinal mostré que las alteraciones microvasculares detectadas tras la infeccion
por SARS-CoV-2 no presentaron una recuperacion significativa a lo largo del tiempo. Las
reducciones de DV central en el PVS y el PVP en los grupos de mayor gravedad se mantuvieron
estables durante los aproximadamente 3 afios del estudio, sin evidencia de reperfusion o
normalizacidn de los pardmetros microvasculares. Tampoco se observaron alteraciones clinicas
gue sugirieran consecuencias oftalmoldgicas a largo plazo derivadas de estos cambios.

Este resultado representa una de las principales aportaciones del estudio, ya que sugiere que
la reduccién de la DV central en los plexos superficial y profundo no constituye Unicamente un
hallazgo transitorio de la fase post-aguda, sino una alteracion detectable a largo plazo en los
pacientes que presentaron formas moderadas o graves de la enfermedad. La ausencia paralela
de hallazgos clinicos, fundoscdpicos o estructurales en OCT sugiere que estas alteraciones
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corresponden a cambios subclinicos de la microcirculacién, sin traduccion oftalmoldgica
evidente durante el periodo de seguimiento.

No obstante, se detectaron cambios puntuales en el plexo capilar superficial, como un
modesto aumento de la DV en determinados sectores de los grupos moderado y severo, asi
como una disminucién discreta en el sector temporal del grupo moderado; sin embargo, la
magnitud de estos cambios fue limitada, su distribucion no siguié un patréon uniforme y no
fueron consistentes con evaluaciones previas. En conjunto, estos hallazgos sugieren que dichas
variaciones podrian estar influenciadas por la variabilidad inherente a la técnica de OCTAy a
factores de reproducibilidad entre exploraciones, mas que reflejar una verdadera recuperacién
microvascular.

A nivel del plexo capilar profundo, se observé un aumento de la DV entre la evaluacion basal y
el seguimiento final en todos los grupos, en la mayoria de los sectores analizados, con la
excepcion de la regidn central. Sin embargo, en el andlisis transversal no se identificaron
diferencias significativas entre grupos en ninguno de los puntos temporales. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que las variaciones observadas podrian estar relacionadas, al menos en
parte, con la variabilidad inherente a la técnica de OCTA, mas que con cambios bioldgicos
relevantes. Ademas, el PVP presenta mayor susceptibilidad a artefactos que el PVS. Aunque el
sistema DRI OCT Triton incorpora algoritmos de eliminacion de artefactos de proyeccidn en el
software IMAGEnet (211), pueden persistir artefactos residuales que reduzcan la
reproducibilidad de las medidas (94, 212).

A nivel de la coriocapilar, destaca aumento de la densidad en el cuadrante superior y una
disminucién en el inferior, tanto en resultados globales como estratificados por grupos. El
patrén de resultados, caracterizado por cambios de pequeiia magnitud y en diferentes
sectores maculares, con presencia de efectos similares en todos los grupos, sugiere que estas
variaciones podrian reflejar fluctuaciones longitudinales de la medicién en la coriocapilar mas
que un efecto especifico relacionado con la gravedad de la infeccidn.

La mayoria de los estudios que analizan la DV retiniana en pacientes con COVID-19 presentan
un disefio transversal o evallan a los pacientes en un Unico momento tras la infeccién. En este
sentido, diversos trabajos han realizado evaluaciones a los 3 meses (213), 4 meses (214) 0 6
meses (215), sin un seguimiento longitudinal de los mismos pacientes. En contraste, los
estudios longitudinales disponibles son escasos. Entre ellos, Bilbao-Malavé et al. llevaron a
cabo un seguimiento seriado hasta los 6 meses (199), mientras que nuestro estudio extendid el
seguimiento hasta los 8 meses, constituyendo uno de los periodos de observaciéon mas
prolongados descritos hasta la fecha en este contexto (216).

En resumen, estos estudios han descrito reducciones de la densidad vascular en el plexo
capilar superficial (199, 206, 213-215, 216) y profundo (213-216), asi como alteraciones
adicionales como afectacion del plexo radial peripapilar (215), adelgazamiento de la capa de
células ganglionares (199), adelgazamiento parafoveal de la capa de fibras nerviosas (199, 215)
y aumento del area de la ZAF (199, 206, 214, 216). Hasta donde sabemos, el presente estudio
constituye el seguimiento longitudinal mas prolongado publicado mediante OCTA tras
infeccidon por SARS-CoV-2.

En conjunto, estos hallazgos se alinean con la evidencia agregada disponible. El metaanalisis de
Kazantzis et al. (217), que incluyd 15 estudios y aproximadamente 1200 ojos, mostré
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reducciones globales de la densidad vascular en el PVS y el PVP, asi como alteraciones de la
ZAF en pacientes recuperados de COVID-19, aunque con alta heterogeneidad entre estudios,
atribuida a diferencias metodoldgicas, temporales y tecnoldgicas.

Interpretacion fisiopatoldgica

La ausencia de reperfusién sugiere que los cambios detectados en fases tempranas podrian
corresponder a una remodelacidon microvascular persistente, mas que a una alteracion
hemodinamica transitoria. En nuestra cohorte, estas alteraciones no se acompafiaron de
hallazgos clinicos o fundoscépicos evidentes, lo que sugiere que corresponden a cambios
subclinicos de la microcirculacidn. Esta disociacidon entre la aparente normalidad estructural y
la alteracidon microvascular persistente detectable mediante OCTA refuerza el valor de esta
técnica como herramienta complementaria en la evaluacion de la afectacidon microcirculatoria
en el COVID-19.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, las alteraciones microvasculares observadas podrian
relacionarse con dafio endotelial inducido por SARS-CoV-2 a través del receptor ACE2 (20), asi
como con un estado proinflamatorio y procoagulante caracterizado por formacion de
microtrombos, especialmente en aquellos casos de COVID mas severo (12), activacion del
complemento y liberacién de citocinas inflamatorias (218, 219). Estos mecanismos, junto con
la hipoxia sistémica presente en los casos mas graves, podrian contribuir al desarrollo de
disfuncidon microvascular persistente.

La disminucidn persistente de la densidad vascular podria estar relacionada con mecanismos
de dafo endotelial y remodelado microvascular asociados a la infeccidon por SARS-CoV-2. Entre
ellos, se han propuesto la endotelitis, la apoptosis endotelial, la alteracion de los pericitos y la
formacion de microtrombos como posibles vias implicadas en la afectacion microvascular
observada en la COVID-19 grave (12, 20). Asimismo, la evidencia reciente sugiere que la
intensa respuesta inflamatoria aguda, sumada a la hipoxia sistémica en pacientes graves,
puede inducir senescencia celular prematura en el endotelio vascular. Esta senescencia
endotelial limitaria la capacidad fisiolégica de angiogénesis y reparacion tisular, traduciéndose
en una remodelacién microvascular permanente (220). En este sentido, los cambios
observados en la red capilar retiniana podrian interpretarse como un posible reflejo de
alteraciones microvasculares sistémicas persistentes tras formas graves de COVID-19, si bien
esta hipdtesis debe confirmarse mediante estudios con correlacion vascular sistémica directa.
En conjunto, estos mecanismos ofrecen una explicacion plausible para la reduccidn persistente
de la densidad vascular retiniana observada en los grupos de mayor gravedad, aunque el
disefio del estudio no permite establecer causalidad ni descartar la contribucién de una
vulnerabilidad microvascular previa.

Implicaciones sistémicas

Este patron es compatible con la hipdtesis de que la infeccién por SARS-CoV-2 puede inducir
microangiopatia sistémica persistente tras la fase aguda (221, 222). Dado que la
microvasculatura retiniana comparte caracteristicas con otros lechos vasculares sistémicos, los
cambios detectados mediante OCTA podrian reflejar alteraciones microvasculares mas
generalizadas.

101



Estudios de imagen han evidenciado déficits de perfusidn pulmonar y renal en pacientes con
COVID-19, incluso en ausencia de disfuncién organica evidente, lo que apoya la posibilidad de
una afectacidon microvascular sistémica compatible con la reduccidn persistente de DV
retiniana observada en nuestra cohorte (223). En este contexto, la retina constituye un modelo
especialmente util para el estudio de la microcirculacién sistémica, al permitir una evaluacion
directa, no invasiva y reproducible mediante OCTA.

Apenas un afio después del inicio de la pandemia, la literatura cientifica comenzé a centrarse
en el long COVID. Aunque la relacién entre gravedad inicial y los sintomas persistentes sigue
siendo heterogénea, con estudios que encuentran asociacidn con alteraciones funcionales y
radioldgicas a medio plazo y otros que no identifican una relacion directa con secuelas
respiratorias estructurales, nuestros resultados apoyan la posibilidad de que existan cambios
microvasculares subclinicos mantenidos tras la infeccion (63, 224, 225).

Dado que el PVS estd estrechamente relacionado con las capas neuronales internas de la
retina, esta reduccion vascular persistente podria ser relevante para explorar mecanismos
neurovasculares asociados a las manifestaciones cognitivas del sindrome post-COVID (177).

7.4.2. Cohorte long COVID

Con el objetivo de estimar la prevalencia de sindrome long COVID en nuestra cohorte COVID,
en el segundo seguimiento (aproximadamente a los 3 afios de la infeccidn inicial) se realizé
una entrevista clinica estructurada a los participantes. En el andlisis de la historia clinica se
observd que las secuelas pulmonares se concentraron exclusivamente en el grupo de
enfermedad severa, donde se identificaron alteraciones radiolégicas, funcionales o ambas,
mientras que ningln paciente del grupo moderado presenté secuelas pulmonares residuales.
Esta diferencia fue estadisticamente significativa y sugiere que la gravedad inicial de la
infeccion se asocia con un mayor riesgo de secuelas estructurales y funcionales a nivel
pulmonar. Este hallazgo es coherente con metaanalisis recientes que han descrito la
persistencia de anomalias parenquimatosas y alteraciones funcionales respiratorias tras la
hospitalizacidon por COVID-19 (226). Sin embargo, el diagnéstico de sindrome post-COVID
basado en la entrevista clinica no mostré diferencias significativas entre los grupos moderado y
severo, lo que indica que la presencia de sintomas persistentes no depende exclusivamente de
la gravedad inicial de la enfermedad.

En cuanto a las manifestaciones neuroldgicas y neuropsicoldgicas, los sintomas neurolégicos
persistentes fueron poco frecuentes, aunque su presencia global mostré diferencias entre
grupos. Este resultado debe interpretarse con cautela, dado el bajo nimero de eventos y la
ausencia de un gradiente claro segun la gravedad inicial. En cambio, las alteraciones
neuropsicoldgicas subjetivas, especialmente relacionadas con la memoria y la concentracion,
fueron mas frecuentes en los pacientes con antecedente de enfermedad severa, alcanzando
significacidn estadistica. Asimismo, el analisis de otras secuelas sistémicas mostré diferencias
significativas entre grupos, con una mayor prevalencia de fatiga, dolor muscular y disnea en los
pacientes con enfermedad moderada y severa, particularmente en aquellos con enfermedad
mas grave. En conjunto, estos resultados sugieren que las secuelas persistentes tras la
infeccidn por SARS-CoV-2 presentan una distribucion heterogénea, en la que determinadas
manifestaciones organicas parecen asociarse a la gravedad inicial de la enfermedad, mientras
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que la aparicién de sintomas persistentes compatibles con sindrome post-COVID no depende
exclusivamente de este factor.

Una limitacion relevante de este analisis es que el diagndstico de sindrome post-COVID en esta
cohorte se basé en una entrevista clinica dirigida y en el reporte subjetivo de sintomas por
parte de los pacientes, sin la realizacion sistematica de pruebas neuropsicoldgicas
estandarizadas. Por tanto, las alteraciones cognitivas referidas, como los problemas de
memoria o concentracion, deben interpretarse con cautela, ya que no fueron confirmadas
mediante evaluaciones objetivas del rendimiento cognitivo. Este aspecto contrasta con la
cohorte especifica de long COVID analizada posteriormente en este trabajo, en la que los
pacientes fueron evaluados mediante protocolos neuropsicoldgicos estructurados y contaban
con un diagndstico mas objetivable de deterioro cognitivo. En consecuencia, los datos
obtenidos en esta primera cohorte deben considerarse fundamentalmente exploratorios y
orientados a estimar la presencia de sintomas persistentes mas que a establecer un
diagndstico formal de afectacidon neurocognitiva asociada al sindrome post-COVID.

En el marco del presente trabajo, se disefid una segunda fase orientada especificamente al
estudio de pacientes con antecedente de infeccién por SARS-CoV-2 y sintomatologia
persistente compatible con sindrome post-COVID. Esta cohorte (cohorte long COVID) incluyd
sujetos con diagndstico clinico de long COVID, con y sin quejas neurocognitivas, asi como un
grupo de comparacion formado por individuos con antecedente de infeccion sin sintomas
persistentes y un grupo control de sujetos no infectados. El objetivo principal de esta fase fue
evaluar si la presencia de sintomas persistentes, y en particular de alteraciones
neurocognitivas, se asociaba a cambios en la microvasculatura retiniana, utilizando la DV
medida mediante OCTA.

En esta segunda parte del estudio, no se observaron diferencias significativas en la DV
retiniana entre pacientes con long COVID con deterioro cognitivo, pacientes con long COVID
sin deterioro cognitivo, sujetos con antecedente de COVID sin long COVID y controles no
infectados. Por tanto, a diferencia de lo observado en la cohorte COVID estratificada por
gravedad, la cohorte long COVID no mostré un fenotipo microvascular retiniano claramente
diferenciado. Este resultado sugiere que, al menos en nuestra muestra, la presencia de
sintomas persistentes, incluso cuando incluyen deterioro cognitivo, no se traduce
necesariamente en alteraciones de densidad vascular detectables mediante OCTA.

Estos hallazgos plantean varias consideraciones relevantes. Por un lado, podrian indicar que la
afectacién microvascular retiniana observada tras formas moderadas o graves de COVID-19 no
constituye un marcador sensible de las manifestaciones clinicas del long COVID,
particularmente en el ambito neurocognitivo. Por otro lado, es posible que los mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes a los sintomas persistentes sean mas complejos y no dependan
exclusivamente de alteraciones microvasculares detectables mediante OCTA, implicando
también procesos inflamatorios, inmunoldgicos o neurofuncionales que no se reflejan
directamente en la perfusién retiniana. Asimismo, no puede descartarse que las limitaciones
metodoldgicas, incluyendo el tamafio muestral o la heterogeneidad clinica de los pacientes,
hayan condicionado la capacidad para detectar diferencias sutiles entre grupos.

Estos hallazgos son parcialmente concordantes con el estudio de Noor et al., que evalud
pacientes con long COVID mediante OCTA en una cohorte de 40 pacientes con sindrome post-
COVID y 40 controles sanos. En ese trabajo tampoco se identificd un patrdn de alteracion
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microvascular que permitiera discriminar el sindrome post-COVID de los casos control (226).
Sin embargo, existen diferencias metodoldgicas relevantes entre ambos estudios que deben
tenerse en cuenta al comparar los resultados. En primer lugar, el estudio de Noor incluyé
exclusivamente pacientes con sindrome post-COVID, mientras que nuestro trabajo incorporé
ademas controles sanos y pacientes recuperados sin long COVID, lo que permite contextualizar
mejor los hallazgos dentro del espectro clinico completo de la infeccién. En segundo lugar,
nuestra cohorte realizé una estratificacién especifica segun presencia de deterioro cognitivo,
aspecto que no fue analizado de forma directa en el estudio de Noor et al.

Por el contrario, otros autores han descrito hallazgos distintos. Schlick et al. reportaron una
reduccién de la DV en el plexo capilar intermedio en pacientes con sindrome post-COVID.
Ademas, dentro de su cohorte, los pacientes con fatiga persistente presentaron menor DV en
el PVS en comparacidn con aquellos sin fatiga, lo que sugiere una posible relacion entre
determinadas manifestaciones clinicas del sindrome post-COVID y cambios microvasculares
retinianos (228).

Ariza et al. analizaron una cohorte de 59 pacientes con antecedente de COVID severo y 45 con
COVID leve que desarrollaron sindrome post-COVID, en los que se realizaron evaluaciones
neuroldgicas y una bateria de pruebas neuropsicolégicas junto con exploracién mediante
OCTA. Los autores evaluaron el PVS, observando una menor DV central y total, asi como un
mayor area y perimetro de la ZAF en comparacién con controles. Ademads, en el subgrupo con
antecedente de COVID severo y sindrome post-COVID se encontré una correlacién
estadisticamente significativa entre menor DV y mayor deterioro cognitivo, especialmente en
velocidad de procesamiento y funcidn ejecutiva. Sin embargo, no se identificaron correlaciones
consistentes entre las métricas de OCTA y el resto de las pruebas neuropsicolégicas (229).

Una posible limitacidn interpretativa de este estudio es que los pacientes con antecedente de
COVID severo ya presentan alteraciones microvasculares retinianas descritas previamente en
la literatura, lo que dificulta discernir si los cambios detectados mediante OCTA reflejan
especificamente mecanismos asociados al sindrome post-COVID o si corresponden
principalmente a secuelas microvasculares de la infeccién aguda grave. En este contexto,
cuando la cohorte esta enriquecida con pacientes que han sufrido enfermedad severa, la OCTA
puede captar fundamentalmente el efecto vascular residual de la fase aguda, lo que reduce su
capacidad para actuar como biomarcador especifico del long COVID. De hecho, los propios
autores sefialan que en el grupo con sindrome post-COVID mas severo existia mayor
heterogeneidad clinica y posibles comorbilidades, factores que podrian haber actuado como
variables de confusién y contribuir a la ausencia de correlaciones consistentes entre los
pardmetros de OCTA y los resultados neuropsicolégicos.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la ausencia de diferencias en los parametros de OCTA
entre pacientes de nuestra cohorte con long COVID con y sin deterioro cognitivo sugiere que
las quejas neurocognitivas persistentes podrian no estar directamente relacionadas con
alteraciones detectables en la microcirculacién retiniana. Este hallazgo es relevante si se
considera que la hipétesis de una disfuncidon microvascular sistémica se ha propuesto como
uno de los posibles mecanismos implicados en el sindrome post-COVID (230).

En este sentido, es plausible que las alteraciones cognitivas post-COVID estén mediadas por
mecanismos neurofuncionales, inflamatorios o inmunolégicos que no necesariamente se
traducen en una pérdida capilar persistente cuantificable mediante OCTA. Diversos modelos
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fisiopatoldgicos han propuesto que la neuroinflamacidn prolongada, la activacién microglial
sostenida, la disfuncidn de la barrera hematoencefilica, la alteracidn de la homeostasis glial y
la disfuncién sindptica podrian contribuir a los sintomas neurocognitivos persistentes tras la
infeccidn por SARS-CoV-2 (231, 232). En consecuencia, aunque la OCTA constituye una técnica
no invasiva Util para evaluar alteraciones microvasculares retinianas, podria tener una
sensibilidad limitada para capturar cambios predominantemente metabdlicos, inflamatorios o
funcionales implicados en las secuelas neurolégicas postagudas.

La evidencia reciente sugiere que la gravedad inicial de la infeccién no constituye por si sola el
principal determinante del desarrollo de long COVID. Diversos estudios han identificado
asociaciones con factores como sexo femenino, edad, obesidad, comorbilidades previas y
mayor carga sintomatica durante la fase aguda, mientras que los sintomas persistentes
también se observan tras infecciones leves o moderadas (232-234). Esta heterogeneidad
clinica podria explicar, al menos en parte, la dificultad para identificar biomarcadores
estructurales o microvasculares consistentes mediante técnicas de imagen como la OCTA.

7.4.2.1. Comparativa inter-cohortes

Cuando se compararon ambas cohortes del estudio, la cohorte COVID y la cohorte de long
COVID; se observo que los pacientes con antecedente de COVID severo presentaban los
valores mas bajos de DV central en el PVS y el PVP, mientras que los pacientes con long COVID
mostraban valores mas cercanos a los observados en controles o en pacientes con COVID leve.
Este patrén sugiere que el long COVID no reproduce el perfil microvascular asociado a la
enfermedad aguda grave, lo que apunta a mecanismos fisiopatoldgicos distintos.

En el andlisis comparativo, también se identificé que ciertos sectores del PVS, PVP y del PVC
presentaban valores de densidad ligeramente superiores en el grupo con long COVID en
comparacién tanto con controles como con pacientes COVID. La presencia de incrementos en
multiples plexos y en regiones anatémicas similares podria reflejar la influencia de factores
técnicos y/o metodoldgicos relacionados con la adquisicion o el procesamiento de las
imagenes, mas que una alteracioén fisiopatoldgica real.

Por el contrario, en otras regiones maculares, se identificé un incremento de la DV en el grupo
con long COVID, incluso en comparacion con el grupo control. Este hallazgo resulta llamativo y,
en cierto modo, inesperado, ya que contrasta con la disminucidn observada en fases agudas de
la enfermedad. En este sentido, el significado fisiopatolégico de este aumento permanece
incierto, pudiendo reflejar la variabilidad técnica inherente a la adquisicién de imagenes, el
efecto de multiples comparaciones o incluso diferencias demogréficas entre las dos cohortes.
De forma mas especulativa, también podria plantearse que este incremento relativo de la
sefial vascular refleje alteraciones funcionales del tono vascular o de la autorregulacion
microcirculatoria en algunos pacientes con sindrome post-COVID, especialmente considerando
que la disfuncién autondmica ha sido descrita como una posible manifestacion sistémica del
long COVID (235). No obstante, esta hipétesis debe interpretarse con cautela, ya que la OCTA
no permite evaluar directamente el flujo dindmico ni la vasorreactividad vascular, y en nuestro
estudio no se dispuso de pruebas especificas de perfusidn tisular. Ademas, al no haberse
realizado un analisis comparativo detallado de las caracteristicas basales entre cohortes, no
puede descartarse que estas diferencias estén influenciadas por factores de confusién, como
variables demograficas o técnicas relacionadas con la adquisicidn de las imdagenes.
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En la literatura existente, los estudios que han evaluado la microvasculatura retiniana en
pacientes con sindrome post-COVID mediante OCTA muestran resultados heterogéneos. Una
revisién sistematica reciente puso de manifiesto esta variabilidad, atribuida a diferencias en el
disefio de los estudios, las variables analizadas, las caracteristicas de las poblaciones incluidas y
el momento temporal de evaluacidn tras la infeccidn. A pesar de esta heterogeneidad, la
revisién describié una tendencia hacia la reduccion de la DV en distintos plexos retinianos en
pacientes con long COVID, especialmente en el SCP, ICP y DCP (236). En este contexto,
nuestros resultados, que no evidencian una reduccidn consistente en el grupo con long COVID,
refuerzan la complejidad del fendmeno y subrayan la necesidad de estudios longitudinales con
metodologias estandarizadas que permitan esclarecer el verdadero papel de la
microvasculatura retiniana en la fisiopatologia del sindrome post-COVID.

En conjunto, los resultados de este trabajo apoyan la existencia de una afectacién
microvascular retiniana subclinica asociada principalmente a la gravedad de la infeccidn aguda
por SARS-CoV-2, mas que a la presencia de sintomas persistentes de long COVID. La
persistencia de la reduccion de la DV central en el PVS y el PVP, junto con la ausencia de
alteraciones estructurales en retinografia y OCT, sugiere que la OCTA puede aportar
informacién complementaria en la caracterizacién de secuelas microvasculares post-COVID.
No obstante, su relevancia clinica y su valor como biomarcador sistémico requieren
confirmacién en estudios mds amplios y con mayor control de factores de confusion.

7.5. Limitaciones

El presente estudio presenta diversas limitaciones que deben considerarse al interpretar los
resultados.

Como se ha sefialado previamente en la discusién del disefio del estudio, una de las principales
limitaciones fue el tamafio muestral relativamente reducido, especialmente en algunos
subgrupos de la cohorte COVID y de la cohorte long COVID. Asimismo, la distribucidn no
homogénea de los participantes entre grupos, las pérdidas de seguimiento en la cohorte
longitudinal y la mayor facilidad de reclutamiento de pacientes con long COVID y deterioro
cognitivo pudieron limitar la potencia estadistica, aumentar el riesgo de error tipo Il e
introducir cierto sesgo de seleccién.

Una limitacidén relevante es la ausencia de exploraciones OCTA previas a la infeccién por SARS-
CoV-2. En consecuencia, no puede establecerse con certeza si las alteraciones microvasculares
observadas representan una consecuencia directa de la infeccidn o si reflejan, al menos en
parte, una vulnerabilidad microvascular preexistente en los pacientes que desarrollaron
formas mas graves de la enfermedad. Por tanto, no puede descartarse que el estado
microvascular basal actuara como factor predisponente o modulador de la gravedad clinica, lo
que limita la capacidad del estudio para inferir causalidad.

En relacidn a la comparabilidad entre cohortes, debe considerarse que, las dos cohortes
analizadas (COVID y long COVID) no fueron reclutadas en el mismo momento epidemioldgico
ni bajo condiciones clinicas idénticas, lo que puede haber generado cierta heterogeneidad
basal, si bien se aplicaron criterios de exclusion homogéneos para mitigar este efecto. La
distribucidn no homogénea de variables como la etnia entre los grupos podria haber actuado
como factor de confusion, dado que se han descrito diferencias interétnicas en parametros de
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microvasculatura retiniana. Asimismo, el analisis de un solo ojo por paciente, aunque reduce la
dependencia estadistica, puede haber disminuido la sensibilidad del estudio.

La cohorte COVID estd influida por multiples factores clinicos, como la gravedad de la
infeccion, la necesidad de hospitalizacidn, oxigenoterapia o cuidados intensivos o los
tratamientos recibidos que pueden actuar como factores de confusién y que, en la practica,
resultan dificiles de controlar de forma exhaustiva. Por otro lado, la evaluacion de sintomas
compatibles con long COVID en la cohorte COVID se basé en entrevistas no estandarizadas y
sin confirmacidn mediante herramientas diagndsticas formales, lo que limita la interpretacién
de estos resultados.

En relacidn con las limitaciones técnicas, la OCTA presenta una variabilidad inherente que
puede influir en la cuantificacién de la DV. Factores como la calidad de sefial, artefactos de
movimiento, pequeias variaciones en la segmentacion de los plexos o diferencias en los
protocolos de adquisicién pueden afectar los resultados. Asimismo, la comparabilidad con
otros estudios se ve limitada por la heterogeneidad en dispositivos, tamafios de escaneo y
métricas analizadas, lo que dificulta la estandarizacion de los hallazgos.

Otra limitacidén es que el estudio se centrd exclusivamente en la region macular y no incluyé
pruebas funcionales complementarias, como microperimetria o electrorretinografia, lo que
impide valorar con precision la repercusion funcional de los hallazgos estructurales o
microvasculares. Tampoco se realizaron andlisis especificos de segmentacién de capas
retinianas mediante OCT estructural, lo que limita la correlacién entre los cambios
microvasculares y posibles alteraciones neurorretinianas.

Por ultimo, el tiempo de seguimiento, aunque prolongado, no responde a un intervalo
estandarizado basado en evidencia, ya que actualmente no existen recomendaciones claras
sobre la periodicidad éptima de monitorizacién de estos pacientes, lo que dificulta la
comparacion directa con otros estudios. Ademas, el momento temporal de la evaluacién
respecto a la infeccion puede influir significativamente en los resultados, dado que
exploraciones realizadas en fases tempranas (2—6 semanas) pueden reflejar fenémenos
inflamatorios residuales, mientras que evaluaciones mas tardias (2—6 meses o mas) podrian
capturar procesos de remodelado microvascular.

A pesar de estas limitaciones, el estudio presenta fortalezas relevantes. Se trata, hasta donde
alcanza nuestro conocimiento, de una de las cohortes con mayor tiempo de seguimiento
longitudinal mediante OCTA tras infeccion por SARS-CoV-2, lo que permite aportar informacién
sobre la evolucion a medio y largo plazo de las alteraciones microvasculares retinianas.
Ademas, fue un estudio pionero en su dmbito y contribuyd a abrir una linea de investigacién
sobre la microvasculatura retiniana en COVID-19. La relativa ausencia de comorbilidades
relevantes en la cohorte puede considerarse una fortaleza metodoldgica, al reducir
parcialmente la influencia de factores vasculares sistémicos previos. Por ultimo, la
estratificacion de los pacientes segun la gravedad inicial de la infeccién permitid explorar la
existencia de posibles gradientes de afectacion microvascular y aporta un valor anadido a la
interpretacion de los resultados.
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8. CONCLUSIONES

1. Lainfeccidén por SARS-CoV-2, especialmente en sus formas moderadas y graves, se
asocia a una afectacién microvascular retiniana subclinica detectable mediante OCTA,
caracterizada por una disminucidn de la densidad vascular en los plexos capilares
superficial y profundo a nivel central, ademas de un aumento del 4drea de la ZAF. Estas
alteraciones persisten durante el seguimiento longitudinal y se relacionan con la
gravedad inicial de la infeccion.

2. No se identificaron alteraciones macroscépicas retinianas mediante retinografia en
pacientes con COVID-19 durante la fase post-aguda temprana ni durante el
seguimiento, lo que sugiere ausencia de dafio retiniano clinicamente visible atribuible
a la infeccioén.

3. La OCT estructural no evidencié alteraciones estructurales retinianas significativas
asociadas a la infeccién por SARS-CoV-2.

4. Durante el seguimiento no se registré una incidencia relevante de eventos vasculares
retinianos ni de manifestaciones oftalmoldgicas clinicamente significativas atribuibles
a la infeccidon por SARS-CoV-2.

5. No se observé una asociacidn clara entre las alteraciones microvasculares retinianas
evaluadas mediante OCTA y la presencia de sintomas persistentes compatibles con
long COVID, con o sin deterioro cognitivo. Estos resultados sugieren que, en nuestra
muestra, el long COVID no se asocid a un perfil microvascular retiniano diferencial
detectable mediante las métricas empleadas.

6. Los hallazgos apoyan el potencial de la OCTA como herramienta no invasiva para
detectar alteraciones microvasculares subclinicas tras formas moderadas o graves de
COVID-19. No obstante, su valor como biomarcador sistémico requiere confirmacién
en estudios con mayor tamaio muestral y correlacién directa con marcadores
vasculares sistémicos.
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9. LINEAS DE FUTURO

Los hallazgos de esta tesis apoyan el interés de la OCTA como herramienta para estudiar la
afectacidon microvascular retiniana asociada a la infeccién por SARS-CoV-2. Sin embargo, las
limitaciones identificadas plantean nuevas lineas de investigacidn necesarias para confirmary
ampliar estos resultados.

9.1. Estudios longitudinales multicéntricos

Futuros estudios deberian incluir cohortes mds amplias, multicéntricas y con una distribucién
mas equilibrada entre grupos de gravedad y subgrupos clinicos. Esto permitiria aumentar la
potencia estadistica, reducir el riesgo de error tipo Il y minimizar el impacto de posibles sesgos
de seleccidn. Asimismo, seria deseable prolongar el seguimiento mas alla de los tres afos,
idealmente hasta cinco o diez afos, para determinar si la reduccidn de densidad vascular
retiniana representa una secuela microvascular estable, un proceso parcialmente reversible o
un marcador de vulnerabilidad vascular persistente.

9.2. Evaluacion de la autorregulacion vascular

La OCTA permite obtener informacidon cuantitativa sobre la microvasculatura retiniana, pero
no mide de forma directa la velocidad ni el volumen del flujo sanguineo. Por ello, futuras
investigaciones deberian incorporar técnicas de imagen dindmica, como la OCT-Doppler, que
permitan diferenciar entre pérdida capilar real, reduccién del flujo por debajo del umbral de
deteccidn y alteraciones de la autorregulacion vascular. Esta linea es especialmente pertinente
en el contexto del long COVID, donde la disfuncién endotelial y la disautonomia podrian
producir cambios funcionales no siempre detectables mediante OCTA convencional.

9.3. Integracion multimodal clinica

Ante la ausencia de un patrén microvascular retiniano claramente diferenciado en los
pacientes con long COVID y deterioro cognitivo, futuras investigaciones deberian integrar los
parametros de OCTA con técnicas de neuroimagen, como la resonancia magnética cerebral
funcional, y con variables clinicas y neuropsicolégicas estandarizadas. Esta aproximacién
permitiria explorar si las manifestaciones neurocognitivas post-COVID se relacionan
predominantemente con alteraciones funcionales, metabdlicas o de conectividad cerebral,
mas que con cambios estructurales evidentes en la microvasculatura retiniana.

9.4. Estandarizacion metodolodgica

La reproducibilidad de los parametros de OCTA puede verse influida por multiples factores,
incluyendo edad, sexo, origen étnico, longitud axial, calidad de imagen, comorbilidades
cardiovasculares, medicacion, gravedad de la infeccidn inicial y tiempo transcurrido desde el
episodio agudo. Por ello, futuros estudios deberian incorporar disefios ajustados por estos
factores. La estandarizacion metodoldgica sera esencial para determinar si las diferencias
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observadas en la densidad vascular y en la zona avascular foveal son atribuibles
especificamente a la infeccién por SARS-CoV-2 o reflejan la interaccion entre la infeccion, la
susceptibilidad individual y factores vasculares preexistentes.

9.5. Inteligencia artificial

Finalmente, la aplicacion de inteligencia artificial sobre grandes cohortes de imagenes de
retinografia, OCT y OCTA representa una linea de investigacion especialmente prometedora.
Los algoritmos de deep learning podrian identificar patrones microvasculares sutiles que
escapan al analisis sectorial cldsico basado en medias de densidad vascular. Se permitiria
detectar fenotipos especificos de dafio microvascular post-COVID, integrar informacién
procedente de distintas modalidades de imagen y combinarla con variables clinicas y
demogrificas. A largo plazo, estos modelos podrian contribuir al desarrollo de herramientas
predictivas capaces de identificar pacientes con mayor riesgo de secuelas microvasculares
persistentes o de evolucién clinica desfavorable.
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INTRODUCTION
Pandemic of COVID-19 represents a new global
health threat caused by SARS-CoV-2.'

SARS-CoV-2 infects the cell binding to ACE2
receptor expressed in varions organs ineluding lung,
heart, kidney, intestine and blood vesscls. ACEZ is
abundantly expressed on endothelia in virtually
all organs® Systemic vasculitis in SARS-CoV-2
mvolves recruitment of immune cells into vessel
walls and endothelial cellular oedema, either by
dircet response to viremia or immune reactions.
Eventually this may lead to generalised endathelial
dysfunction associated with apoptosis.”

Up to dare, ecular manifestations in the infection
of SARS-CoV-2 are not fully clucidared, although
conjunctivitis has been commenly deseribed
patients with COVID-12.* Retinal vascular changes

" Adrian Sanchez-Moltalva @

such as microbleeds and small intarcts at the level of
the internal plexus have been reported in patients
with COVID-19.

Retinal vasculature can be directly observed in a
non-invasive way, This provides accessible and valu-
able information to mtor, sfl;\ﬁrluw and ﬁtmly’
carly microcireulatory changes in multiple systemic
conditions including viral infections.® Classical
direet visnalisation (funduscopy) or new techniques
via modem optical coherence tomography (OCT)
or angiography OCT (OCT-A) allow precise evalu-
ation of retinal microvascular plexus.

There are no published studies assessing the
state of the retinal vascularisation in patients after
COVID-19, The rationale for this study was t©
observe possible retinal capillary changes associ-
ated to the prothrombotic and inflammatory state
in COVID-12, Wt decided to pertorm not only a
direct retinal observation, but an in-depth anal-
yas of the vaseular plexos in order to deteer any
subclinical abnormality.

MATERIALS AND METHODS
Inclusion and selection of patients
We designed a case—control study. The case partic-
ipants were patients between 18 and 55 years old
with PCR-contirmed SARS-CoV-2 infection during
the last 3months since patient’s enrclment. The
study was performed at Vall d'Hebron University
Heospital (VHUH) (Barcelona, Spain), a 1100-bed
tertiary teaching centre, from 3rd of June 2020
until 7th of July 2020. Exclusion enteria were:
known prior ophthalmological record, myopia
higher than —6 dioptres, disbetes with any sign of
retinopathy, active vascolar discases that could lead
to retinopathy, such as malignant hypertension,
multiple mycloma or hyperglobulinaemia. Cases
were divided into three groups: (a) group 1—mild
discasc: asymptomatic/paucisymptomatic  paticnts
with laboratory-confirmed  SARS-CoV-2  infec-
tien whe received outpatient care; (b) group 2—
moderate disease: patients who required hespital
admission for SARS-CoV-2 pneumonia but did not
develop acute respiratory distress or respiratory
faslure and had mterleukin 6 (IL-6) values less than
40 pg/mL during hospital stay; () group 3—scvere
disease: patients who developed acute respiratory
distress syndrome and were referred for intensive
care vnit (ICU) admission with IL-6 values above
40 pg/mL at any time during hospital stay.

The contral group consisted of healthy subjects
with negative serology for SARS-CoV-2 and
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Figure 1 Selection process of patients included in group 2 and group
3. IL-6, interleukin 6.

absence of viral symproms within 4 weeks prior to enrolment.
Control group and group 1 were randomly selected from VHUH
healtheare workers with negative and positive serological rests,
respectively, and matched 1:1 for age and gender. Figure 1shows
flow chart of groups 2 and 3 selection process. Selection of a
convenience sample of 20 participants per group was decided in
order to conduct an exploratory research.

Examinations performed

At the time of the study, all patients had been discharged from the
hospital. All participants performed a structured questionnaire
collecting comorbidities, chronic medication, use of tobacco, use
of alcohol and illicit drug consumption. In-hospital data were
retrieved from VHUH COVID-19 cohort study database.

Figure 2 Example of angiography by optical coherence tomography
{OCT-A). (A) Image obtained from a group 3 patient. Marked decrease
in vascular density is observed in the central area compared with the
image below. (B) OCT-A of control group subject.

Without pharmacological mydriasis, a 50° colour photograph
of the retina posterior pole, a macula-centred high-definition
OCT (scan radial 12mm) and an antomatically fovea-centred
OCT-A were performed to all study participants (4.5 4.5 mm).
The equipment used in all patients was the DRI OCT Triton
Swept Source (Topcon Corporation, Tokyo, Japan). This system
is based on motion contrast measure using a ratio method named
OCT Angiography Ratio Analysis. Scattered light by red bload
cells and adjacent tissue structures form an interference that
is turned into a speckle pattern whose variation is detected as
flow.” Automatic segmentation generated the superficial capil-
lary plexus in the macular region and a specified software
calculated vascular density (VD), defined as the percentage of a
region occupied by blood vessels in the OCT-A en-face images.”
Following the ETDRS grid, VD data were collected from central,
superior, inferior, nasal and temporal peritoveal areas. Figure 2
shows an example of the VD analysis. The images of the fundus
and tomographic scans were analysed for presence of hacmor-
rhagic or exudative lesions in both the external and inner retina
by two different ophthalmologists (SBG, MAZ). A third ophthal-
mologist double evaluated images (GA). Images with visually
recognised motion artefacts, signal strength index below 40 or
incorrect segmentation were excluded.

Foveal avascular zone (FAZ) images were analysed by three
different observers (SBG, MAZ, GA) and manually delineared by
means of Image] Software (National Institutes of Health). Area
means were then statistically analysed.

Statistical study

Statistical analyses were performed with the SPSS (V.23.0).
Darta from only lefr eye were considered. The normality of the
variables was tested with the test of Kolmogorov-Smirnov. The
quantitative variables that followed a normal distribution were
studied with analysis of variance (ANOVA) using Bonferroni
correction. Kruskal-Wallis test was performed to compare quan-
titative variables not normally distributed. Qualitative variables
were examined using the X7 rest.

RESULTS

Study population

Weincluded a total of 96 patients. The control group was formed
by 27 subjects. Among patents with laboratory-confirmed
SARS-CoV-2 infection, gronp 1 included 24 subjects, group 2
consisted of 24 participants and group 3 included 21 patients,
Demographic, clinical and image characreristics are summarised
in table 1 for each group. Mean days from PCR-confirmed diag-
nosis to ophthalmological examinaton time were 72 and 70
days (group 2 and group 3, respectively). There were no statis-
tically significant differences between groups in terms of age,
gender, smoking, diabetes history or treatment with ACE inhib-
itors (ACEl) or angiotensin II type-I recepror blockers (ARB).
There was a significant difference {(p=0.001) in the proportion
of patients with Latin American origin in groups 2 and 3.

Funduscopic and structural OCT findings

No wvisual injuries attributable to SARS-CoV-2 were found,
neither in the colour fundus images nor in the structural OCT
sections. Only one patient presented a small haemorrhage in
the posterior pole without other accompanying abnormalities.
According to the rescarchers, this finding could be due to a
Valsalva manoeuvre or the tact thar this subject was currently
under treatment with heparin for presenting a thromboem-
bolic episode during his stay in ICU. During the examination,

i
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Table 1 Distribution of the subjects within groups, characteristics and vascular density
Control group Group 1—mild disease Group 2—moderate disease Group 3—severe disease Significance among all groups

Gender Wale 10 12 19 12 05207
Female 17 12 14 q

Age (years) Mean EE] € 47 a4 0333t

Diabetes hn o 24 b 12 0,189*
Yes ] 0 2 Fs

Smoker No 2 il M4 19 0,186"
fes 3 2 q 1

Race Caucasic i 23 12 11 0001
Latin 0 1 3 g
DOther u n il 4

ALCEl use No i) 24 4 n 05507
Yes | il il

Days frem PCR Wean - - 72 0 -

Central VD Mean 16.00 17,16 1337 1363 0000t
sa 310 342 4.90 378

Inferior ¥ Mean 5037 49,55 49.67 4E.78 Lik-FFES
50 3.5 P 458 456

Superior V0 Mean 49 72 4482 49,03 49,45 0,733t
50 343 199 .70 338

Nasal ¥ Mean 43.9% 4426 4386 44.21 0.970t
50 159 4.41 2.B0 174

Temparal VO Mean 4707 45,99 48.41 47.87 002045
L] pieli] 346 4.19 3497

FAZ Mean N5 Q30 0:as 031 0.00n¢
50 0.7 .08 015 010

Image quality Wean 4,96 6413 66,88 65,95 gt
50 5.21 6,1 4,15 475

“X test,

TANOS resr and Bonferroni eorteetion.

o uskatvallis and Mann-uhitey U test,

3tatist rally significant po 05

ACEL ACE Inhibmar; ANOVA, aralysls of varlance; FAZ, foveal avescular 2are] W vasolar densily,

two patients were found to have asympromatic small pigment
epithelial detachments not presumably related to the viral infec-
tion. Hyper-reflectivity in the internal retina at the level of the
ganglion cell layer was observed in some patients in the struc-
tural OCTs." Blood vessels parallel to the QCT direction were

(A) Vessel image in a parallel section of the optical
coherence tomography in a group 3 participant. The red arrows point
the vessel forming the image. {B} Image of the vessel parallel to the
optical coherence tomography section in a control patient. The red
arrows indicate the vessel that generates the image.

Figure 3

tound to correspond ro these tindings from the fundus image.
Figure 3 shows examples of this fact in both a participant from
the control group and a subject from group 3.

OCT-A and VD

At macroscopic scale, no alterations were observed in the vascular
archirecture of the superficial or deep plexus. Ischaemic zones
or vascular dilations were not observed, neither in cases nor in
controls. There were no visible anatomical alterations in terms
of the size, shape or circularity of FAZ. A tendency to a bigger
FAZ area was noted (figure 4). FAZ mean area (non-normally
distribured data) was analysed by Kruskal-Wallis test and poste-
riorly a Mann-Whitney U test was used for pair comparisonl.
Table | and figure 5 show the mean VD for each group and
studied areas. VD had a normal distribution in central, superior
and nasal areas. Mean VD in control group tor the central area
was 16.92 (SD 3.10), in group | was 17.16 (5D 3.48), in group
2 was 13.37 (SD 4.90) and group 3, standing for the most severe
cases, was 13.63 (SD 3.78). In ANOVA analysis, after Bonferroni
correction for multiple measurements, we obrained, statistically
significant higher central VDs in control group and group 1
were found {control group vs group 2, p=0.009; control group
vs group 3,p=0.026; group 1 vs group 2, p=0.006; group 1 vs
group 3, p=0.017). VD data for inferior and temporal areas were
non-normally distributed. After analysis with Kruskal-Wallis,
a statistically significant difference in mean temporal VD was
found (p=0.02) but in Mann-Whitney U test, statistical differ-
ences were only found in control group versus group 1 (p=0.04)
and control group versus group 2 (p=0.08); whereas control
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Figure 4 Box plot of the Kruskal-Wallis test for values of FAZ mean
area. An upward trend for bigger FAZ mean areas for groups 2 and 3
than in control group and group 1 can be distinguished. FAZ, foveal
avascular zone.

group versus group 3 had a p=0.58. No ditference in nasal VD
dara was found.

Regardless of group assignation, women and Latin Amer-
ican origin had lower central VD (men 16.81 vs women 14.15;
p=0.002) (Caucasian 15.81 vs Latino 13.25; p=0.03). There
was no clear correlation between age and central VD mean

(Pearson correlation —0.193; p=0.06), but there seemed to
be a negative trend.

DISCUSSION
The main finding of the study is decreased VI in central

retina related to severity of COVID-19 infection. Despite the
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Figure 5 Measurement of the vascular density (VD) of the superficial
plexus in the central fovea according to disease risk groups. The VD

is defined as the percentage area occupied by vessels in the analysed
region,

exponential increase of manuscript publicarions about COVID-19
in the last months, effects of the virus on the vascular system are
unclear. SARS-CoV-2 has been found to cause a prothrombotic
state which long-term outcomes remain unknown.”'" Accord-
ingly, macroscopic lesions were expected to be found in the
retina. Subjects requiring admission in ICU, who received creat-
ment with anticoagulant drugs and mechanical ventilation, were
expected to show small haemorrhages or cotton wool exudates
from small infarcts in the nerve fibre layer. However, normal
fundus without haemorrhages, ischaemic areas or exudates were
observed. A previous study by Marinho ef af reported these
lesions in patients with COVID-19." These different findings
could be attributable to the shorter period between acute infec-
tion and ophthalmological examination. Although it is true that
we have not collected data from the cases in the acute phase of
infection, these types of findings frequently last longer in the
tundus, If they were to be a dircct effect of SARS-CoV-2, we
would have detected them given the sample size of our study.
The abnormalities described within the ganglion cell layer corre-
spond to the retina internal vessels in a tomographic parallel
section, which is a standard anatomical finding.

Regarding OCT-A findings, decreased central VD in patients
with severe and moderate disease seems to be a consistent finding,.
Several factors may contribute to those findings, persistent
hypoxemia and immune-mediated inflammatory milien are the
most plausible explanations for this phenomenon. However,
parafoveal areas did not appear to show decreased VID.

VD has been related ro several factors, the first one being age.
In our series, there were no significant differences in regard to age
among groups, with a slight trend downwards for cases,

The second factor associated with VD is smoking. Various
studies have linked smoking to effects at the level of retinal
VD" Ciloglu et af described a latger area of FAZ and reduced
central VD in the OCT-A of smoker subjects compared with
non-smokers. In another study by Dogan et af, decrease in VD
of the deep retina plexus in smokers was found. No differ-
ences were seen in our study, althongh it is true that the overall
percentage of smokers was low and probably not representative
of the general population.

The eorigin or ethnicity of the participants could also influence
the VD findings. Some authors described specific inter-racial
differences in the central retina thickness and specitically in
VDs between white and black, '*1# although there are no further
studies among other ethnicities, Chun et af theorise that such
differences could account for a greater likelihood of diabetic
retinopathy among black people, although there is no evidence
tor this relarionship. In our study, Latin American origin was
more commen in moderate and severe infection groups and
seemed to be an independent factor for VD, Further research in
these inter-racial differences is needed.

The use of ACEI or ARB could have influenced our VI find-
ings. In the first moment, viral dynamics and clinical severity
were postulated to be related to these drugs, but this has not
been confirmed in subsequent studies.” In our study, despite its
small power to answer this question, we did not find any relation
between ACTT and ARB intake and VI,

Leaving possible confounding factors aside, the difference
berween densities and severity of infection seems clear. There may
be several explanations for this fact. First, it could be an indirect
consequence of the infection. It has been shown that hypoxia can
increase retina VD? and that hyperoxia, on the other hand, can
decrease it."' ** Many of the patients in the moderate and severe
disease groups presented subnormal cxygenation levels and required
therefore supplemental oxygen for an exrended period. 'This conld

1213
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account for central VD decrease in patients with moderate and
severe disease. However, our study was performed once symptoms
resolved completely and posterior to hospital discharge. Direct
cttects of hyperhypoxia scem to linger just a fow minutes in some
cases™ ™ or even a few days.” Further rescarch is needed to solve
the uncertainties related to our findings.

SARS-CoV-2 targets endothelial cells among others, leading
to virus-mediated capillary closure {micro-thrombotic cvents).
If this is just a local finding or similar changes could be found
in other organs remains an unsolved question. Other studies
have suggested VD in central retina as a possible vaseular
biomarker and examined its relationship with systemic condi-
tions: cljet]:n:‘ct:s,z'3 chronic kidney discasc,zq inflammatory bowecl
disease,™ amyloidosis™ or Alzheimer,™ so could VD be consid-
ered a biomarker for microvascnlar abnormalities after the
infection of SARS-CoV-27 Longitudinal studies over time will be
necessary to assess vascular outcomes in COVID-18,

Several limitations of our study require consideration. Small
sample size limits our power to detect small differences. Selee-
tion bias was minimised by random sclection of patients with
inclusion criteria. No severe comorbidities were observed in
our population sample. A bias may have occurred as patients
with grievous diseases may have not been possible to include
in the study due to raised risk of severe COVID-19 disease and
lower surveillance rates, Delay time from active infection until
ophthalmological examination due to non-portable tomography
equipment is also 2 limitation to be highlighted. Transfer of
hospitalised patients to external consultations with proper isola-
tion in order to perform OCT and OCT-A would have been a
complex requirement in our case. Last reference should be made
to the cross-sectional nature of the study. Findings in the present
document are believed to contribute to the implementation of
better designed studies on COVID-19 and its effects in the retina
and other tissues.

In conclusion, a decrease in retinal central VIV in moderate
and severe cases of SARS-CoV-2 pneumonia was found, which
demonstrates the complexity of the disease and its multiorganic
involvement.

Twitter Micuel Angel Zapata @0riAZapats
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ABSTRACT

Objective This study aims to analyse the possible
recovery or worsening in retinal microvasculature after 8
months in a previously studied COVID-19 cohort.
Methods and analysis A cross-sectional case—
control study and a prospective longitudinal cohort

study. Participants were the subjects of our previous

study who re-enrolled for a new examination including a
fundus phetograph (retinography), an optical coherence
tomography (JCT) scan and an OCT angiography.
COVID-12 diagnosed patients were divided into

three groups: group 1: mild disease, asymptomatic/
paucisymptomatic subjects who received outpatient care;
group 2: moderate disease and group 2: severe disease,
both of which required hospital admission because of
preumonia. Statistical analyses were performed using
SPSS software (V.23.0). Cross-sectional intergroup
differences were analysed by means of analysis of
variance for normally distributed variables and the Kruskal-
Wallis test for non-normally distributed ones. In reference
to the prospective part of the study (intragroup differences,
baseline with 8-menth comparison), a paired t-test was
used for normally distributed data and Wilcoxon signed
ranks sum for non-normally distributed data.

Results The fovea-centered superficial and deep
vascular densities were significantly diminished in severe
cases compared with mild cases (p=0.004; p=0.003,
respectively, for superficial and deep) and to controls
{p=0.014; p=0.010}, also in moderate cases to mild group
(p=0.004; p=0.003} and to controls (p=0.012; p=0.024). In
the longitudinal study, no significant statistical differences
were found between baseline and 8-month follow-up
vesse| density values,

Conclusion We demonstrated persistent reduction in the
central vascular area over time in patients with moderate
and severe COVID-19.

INTRODUCTION

Microvascular alterations in patients with
COVID-19 have recently been described in
several t.u'gansl mcluding the skin, lungs and
retina.” The SARS-CoV2 was associated with
organ dysfunction and generalised coagulop-
athy.

COVID-18  is

helieved 1o bind the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACEZ)
receptor located on wvirtually all endothelia
with high affinity® It activates the renin/
anglotensin system leading to a downregu-
lation 1n ACE2 expression and inereasing
angiotensin II. Angiotensin II is known to be
a potent vasoconstrictor and enhancer of the
expression of tissue factor and plasminogen
activator inhibitor leading to thrombosis.
It also provokes complement actvation
via formation of reactive oxygen species
and downregulation of C1 inhibiter, which
increases vascular permeahility and cytokine
release, enhancmg its thrombote effect.™
SARS-CoV-2 infection induces a generalised
microvascular  thrombotic  disorder  and
markedly elevated D-dimer, which has been
associated with a worse prognoesis of the
disease.”

Retinal vascular changes m the form of
decrease in radial peripapillary capillary
plexus perfusion densi L_\-".{I reduction in vessel
density (VD} of foveal area and larger foveal
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avascular area” "' have been reported in patients with
COVID-19 using optical coherence tomography angiog-
raphy (OCIA}. Funduscopy exams have shown other
features that are positively correlated with disease severity
such as rerinal venous diameter, presence of haemor
rhages and cotton wool spots.'’

In a previous study in which we assessed the state
of retinal vascularisation via OCT-A in a cohort of 6%
patients with COVID-19, we found lower central retina
VD of the superficial plexus, in relation 1o the severity of
the infeetion.'” OCTA provides a safe and non-invasive
diagnostic way of studyving retinal vascular plexuses:
superficial capillary plexus (SCP), deep capillary plexus
(DCP) and choriocapi Naris.”? QOCT-A triton uses a central
wavelength of 1.050 nm with 100.000 A-scans per second
to detect motion contrast and visualise blood flow in vivo.
The OCT-A software uses a commercially available algo-
rithin, OCTRA, which has been shown to provide highly
sensitive detection of low blood flow in microvasculanure,
used in DRI OCT witon equipment.’”

The long-term consequences of COVID-19 on rerinal
rascularisation are sull unknown, as most of the avail-
able swudies are crosssectional.” ' Here, we provided
an 8-month follow-up analysis of our previously studied
cohort,

MATERIALS AND METHODS

Inclusion and selection of patients

We present a cross-sectional case—control study (8-month
follow-up) and a prospective longitadinal cohort study
(baseline and 8-month follow-up) performed at the Vall
d’Hebron University Hospital (Barcelona, Spain). We
included the participants of our previous study (June—
July 2020)."" Cases were defined as patients between 18
and 55 years ol age with laboratory-confirmed SARS-
CoV-2 infection in the 3 months previous to enrolment
in the study (June—=July 2020). They were divided into:
group 1: mild discasc, asymptlomatic/paucisvinptomatic
subjects who received outpatient care; group 2: moderate

Baseline Baseling
Control Group Group 1
n=25 n=24

disease and group 3: severe disease, both of which
required hospital admission because of pneumonia.
Group 3 subjects developed acute respiratory distress
syndrome with intensive care unit stay and interleukin 6
(TL-6) values in excess of 40 pg/ml. at some point during
hospitalisation. The control group consisted of healthy
participants with negative serology for SARS-CoV-2 and
any viral symptom in the 4 weeks prior to enrolment,

Exclusion criteria were consistent with the previous
study: known prior ophthalmological discases, myopia
greater than -6 dioptres, diabetic retinopathy and active
vascular diseases with retinopathy (mulriplc myeloma,
hyperglobulinemia and malignant hypertension}. Only
one eye per patient is included in the analyses (the left
one} in order w minimise the risk of bias.

All case and control subjects were asked to reconsent to
participate in the extension phase of the study 8 months
later (berween 17 November 2020 and 29 January 2021).
Data from the baseline examination was compared with
the data obtained 8 months later. The control group was
reassessed to confinm that they continued to meet the
inclusion criteria, that is, no viral symptoms 4 weeks prior
to the new assessment and negative scrology. A [low chart
depicts drop-outs (figure 1).

Patient and public involvement statement

Neither patients nor members o' the public were involved
in the design, conduct, reporting or dissemination plans
of our rescarch,

Examinations performed

A repetition of the same ocular examination from base-
line was performed on all the subjects 8 months lawer:
a 50" colour photograph ol the retina posterior pole
(retinography}, a macula-centred high-definition OCT
(scan radial 12mm) and an automatically fovea-centred
OCT-A (4.5x4.5mm) were performed. All three imaging
techniques were obtained with the DRIOCT Triton Swept
Source equipment {Topcon Corporation, Tokyo, Japan).

Baseling Easeline
Group 2 Group 3
n=24 n=21

8 months follow-up
Mo viral symptams 4 weeks
prior and still laboratory
| negative
n=15

8 months follow-up
Re-zgreed to participate with
no exclusion criteria

n=18

Re-agreed to participate

n=13
|

8 months follow-up
Re-agreed to participate with
no exclusian criteria

n=21

& months follow-up
Re-agreed to participate with
na exclusion criteria

n=17

Figure 1 Flow chart of patient selection. Baseline accounts for 3-month analysis. The same participants of each group were
approached and asked to take part in the follow-up analysis at 8months. Subjects were once again assessed for inclusion and

exclusion criteria.
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Figure 2 Example of the angiography by optical coherence tomography (OCT-A). The first images on the left correspond to
superficial plexus, the second to desp plexus, the third to automated vessel density (VD) analysis of the superficial plexus and
the fourth (if present) to the analysis of the VD in deep plexus. (A) Images correspond to the baseline data of a control group
patient. (B) Images correspond to 8-month data of the same control group subject. (C) Images were obtained from a group
three patient at baseline. (D) Images correspond to the same subject as in (C) but after 8 months. Note how in a macroscopic
scale the tendency to a larger FAZ area and lower vascular density in the central area can be observed. No macroscopic
abnormalities in the merphology of FAZ are noted: no notches, avascular areas or vessel imegularities. FAZ, foveal avascular

Zone,

Retinography images and radial OCT sections were
analysed by two different ophthalmologists (SBG and
DA). A third ophthalmologist carried out a double evalu-
ation of the images (MAZ). A search for any abnormality
such as hacmorrhages, cotton wool spots or OCT layer
hyperreflectivities was carried out.

In contrast 1o our previous study, we gathered data
from automauc segmentation [from both superfiaal
capillary plexus and deep capillary plexus from the
macular region. Superficial layer VD was automatically
segmenlted: from the internal limiting membrane (ILM)
at a depth of 2.6 pm to the inner plexiform layer (IPL)/
mmner nuclear layer (INL) at a depth of 15.6pm. I[PL/
INL at 15.6 um to INL/outer plexiform layer at 702 pm
automatically encompasses the deep layer VD). The speci-
fied software calculated VD). and data were collected from
superim, inferior, nasal, lempom.l and central areas. All
captures with a signal strength index of less than 40, incor-
rect segmentation or motion artefacts were excluded.
Figure 2 shows an example of the images oblained.

The area of the foveal avascular zone (FAZ) in the
superficial capillary plexus was analysed by means of

manual delineation of randemly numbered images
with Image] Software (Naticnal Institutes of Health) by
three different blinded chservers (SBG, DAR and MAZ).
The surface area was measured 1n square pixels and was
converted to square millimetres using the formula given
by the software (scale setting): delineated area (mm?)=de-
lineated area (pixe]ﬁj Jtotal surface area (pixelﬂ} ®
total surface area (mm?). No editing of the image was
performed to increase contrast or change colours prior
o manual delineation.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SPSS (V.23.0)
software. Normal distribution of the wvariables was
checked using the Kolmogorov-Smirnaov test. In the first
part of the study. crosssectional intergroup differences
were analysed (Banonth tme). Quantitative variables
that followed a normal distribution were studied with an
analysis of variance (ANOVA) using Benferroni correc-
ton. A KruskalWallis test was performed o compare
quantitative variables not normally distributed. Qualita-
tive variables were examined using the f test.
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Control group

Gender (n, %) Male
Female

8 (42.10)
11 (57.89)

Caucasian 18 17

ace )

Latin 0 1

Other 0 0

6(33.33)
12 (66.66)

Group 2: moderate
Group 1: mild disease disease

Group 3: severe
disease

Significance
ameong all groups

0.711*

9 (42.85)
12 (B7.14)

6 (52.04)
3 (47.05)

9 0.008"

Smoker (n} No 16 15

1 0.292"

Yes 3 3
Significant values shown in bold.
X test,
TANOYA test.

AMOVA, analysis of variance.

In reference to the prospective part of the study (intra-
group differences), a paired t-test was used for normally
distributed data in order to compare baseline and
&month changes in the VD mean for superficial plexus
as well as for the FAZ mean area. A Wilcoxon signed ranks
sum test was used for not normally distributed VD means.

Significance was fixed at p values below (LO5.

RESULTS

Study population

We included a toral of 76 patients from our previous
studjig who reagreed to participate with no exclusion
criteria (figure 1). Control group was formed by 19
subjects. Among patients with laboratory-confirmed
SARS-CoV-2 infection, group 1 included 18 participants,
group 2 included 21 and group 3 included 17. Mean
duration from PCR-confirmed diagnesis te ophthalmo-
logical examination time was 8.74 months (SD 0.68) for
group 2 and 8.20 months (SD .62) for group 3. As in
the previous study, there were no statistically significant
differences between groups in terms of age. gender,
smoking or diabetes record (table 1). The mean age was
lower in the control group and group 1 than in groups
2 and 3, with no statistical significance. In reference to
ethnicity, there was statistical difference: a predominance
of Caucasian origin in all groups with a statistically signif-
icant greater presence of Latin origin in groups 2 and 3

(p=0.008).

Fundoscopic and structural OCT findings

No new abnormalities in previously healthy colour
fundus images and structural OCT sections were found.
Noabnormalities artributable to SARS-CoV-2 were found.
In line with cur previous findings, there were two subjects
who presented asymptomatic small pigment epithe-
lial detachments and one group 2 patient with a small

haemorrhage suggestive of a Valsalva manoeuvre (size
of approximately 100pm, round and well-circumscribed
under ILM in the premacular area).

0CT-Aand VD

Cross-sectional results

At macroscopic scale, no abnormalities such as neovas-
cularisation. ischaemic areas, vascular dilatation or
abnormal organisation of vessels were detected after
careful consideration of OCT-A images by three observers
(SBG, DA and MAZ) either in control or in case groups.
The FAZ tended to have a larger area in severe cases,
with a statistically significant difference in means among
groups (p<1.001, (online supplemental figure 2) and
table 2): control group versus group 2 (p<0.001); control
group versus group 3 (p=0.001); group 1 versus group 2
{(p<0.001); and group 1 versus group 3 (p<0.001). The
mean superficial and deep VDs in contrel group for the
central area were 16.14 and 15.49 (SD 3.40; 4.61}, in
group 1, they were 17.41 and 15.78 {SD 4.07; 4.06), in
group 2, they were 13.41 and 12.43 (SD 4.79: 5.38) and
mn group 3. they were 12.96 and 11.38 (8D 5.56; 3.95)
{enline supplemental figures 2 and 3) and table 2.
These data were non-normally distributed. Afier analysis
with Kruskal-Wallis, a statistically significant difference
of central VD means among groups was found: p=0.002
for both global comparison of all groups for superficial
and deep. Superficial and deep central VD means in
control group and in group 1 were higher than in group
2 and group 2. In a Mann-Whitney U test (the first p
value represents superficial and the second represents
deep), statistical differences were found in the control
groupversus group 2 {p=0.012; p=0.024}, and the control
group versus group 3 (p=0.014; p=0.010), group 1 versus
group 2 (p=0.004; p=0.003) and group 1 versus group 3
(p=11.005; p=0.003).
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Group 1: mild

Control group disease

Superficial infetior VD
3D 2712

3321

Significance among
all groups

Group 2: moderate
disease

Group 3: severe
disease

2483

8,293

Superficial nasal VD Mean 43.373 42716

44.530 44.340 01631

Image quality Mean 63.42 63.44

61.950 64120 0.452t1

15.782
4.088

Mean 15.485
3D 4613

Deep central VD

12430
5.382

11.388
3.833

0.002°

50.996
3167

Mean
sD 3.606

Deep supsrior VD

Mean 48.034 48.430

51.361

52486
3.451

0.4841

0.043

50.002
3.027

2760

Deep temporal VD
3D 2.808 2893
Significant values shown in bold.
*H Kruskal-Wallis.
TANCGVA test,

AMOWVA, analysis of variance; FAZ, foveal avascular zone; VD, vessel density.

Normally distributed data of superficial temporal and
nasal deep VD were analysed with ANOVA, and a statis-
tical difference was noted (p=0.002; p=0.010). After
Bonferroni correction for multiple measurements, a
statistical difference was found only between group 1 and
group 2 (p<0.001, p=0,006)' with ne differences among
other groups. Non-normally distributed data from
temporal deep VD was analysed using Kruskal-Wallis,
with a significant statistical difference in means among
groups (p:D.O4S) which, after a Mann Whitney U test,
was found to be between the control group and group 2
{(p=0.021) and between group 2 and group 3 (p=0.011).

No other statistically significant results were found.
Table 2 shows a summary of all comparisons.

VD differences between male and female within every
group were also examined (enline supplemental table)
as general tendency to lower values in female data were
found. The following statistically significant different
means were found: superficial central VD at baseline
for group 1 was higher in women than men (p=0.034);
superficial inferior VI at baseline for group 2 was higher
in men than women (p=0.009); deep central VD for

group 2 at 8-month follow-up was higher in men than
women (p=0.039) also for group 3 at 8-month followup
{p=0.081); and deep inferior VD for group 2 at 8month
follow-up was higher in women group than men group
(p=0.018).

Prospective results

A paired ttest was performed for normally distributed
data and a Wilcoxon signed rank test for non-normally
disrributed variables (table 3). Comparison of the VD
means of every area of the superficial plexus between
baseline and its value at the 8month follow-up was made.
FAZ areas are also included in the prospective analysis.
No statistically significant differences were found (online
supplemental figure 2).

DISCUSSION

The main finding of this study is lower central retinal VD
m superficial and deep plexuses in patients who have
suffered from moderate and severe COVID-19 pneu-
monia. This is the first study to provide evidence of the
persistence of these findings after 8-month follow-up.
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p=0.714"
Temporal p=0.612* ; &
FAZ area p=0.1811 p=0.3301

Gontrol group

p-O 094'

p=0.557* p-0.11?"

p=0.811"
p=0.4531

p=0.082t

= 1411

Significant values shown in bold.

Supetficial plexus VD mean comparison at basaline and at 8-month examination.

*Wilcoxon signed rank test,
1Paired t-test,

FAZ, foveal avascular zone; SCP, superficial capillary plexus; VD, vessel density.

SARS-CoV-2 virus is suspected to cause a type of micro-
vascular a.ngiopathy“ consisting of acute endothelial
dysfunction mediated by proinflammatory cytokines
such as tumour necrosis factor alpha or [L-6 that lead to
an enhanced risk of microvascular thrombosis and even-
tually multiorgan dysfunctuon. Direct injury as a result
of the infection via this process has been repor[ed in
postmorlcm studies in organs such as brain,'® liver'® and
kadney.” 7 This increase in micro thrombosis could lead
to diminished vascular density in affected organs such as
the vascular plexuses of the retina.

The severe and moderate infection groups in our study
showed signs of respiratory distress and increased IL-6
m the latter group, which are believed to be signs of an
underlying thrombotic microangiopathy. ¥ 116 increase
18 a sign of inflammation in SARS-CoV-2 disease linked
to an unfaveurable outcome of the disease and the hest
predictor {'01 the requirement of invasive mechanical
ventilation." TL-6 correlates with macrophage activation
in severe COVID-19 cases” and seems to have a role in
microvascular angiopathy by mhibition of ADMTS-13
activity, raising levels of ﬁbrmogcn plasminogen mhlb-
itor-1 and C reactive protein.” = In our first study,"” we
demonstrated the existence of a reduction in the central
VD of the superficial plexus via OCT-A and a tendency to
a larger FAZ area, Other gzroups have ratified our fmd-
mgs with similar results.” ™™ There may be three reasons
for this: one, ACEZ expressed in the endothelium of the
retina?”wirh direct effect; two, induced-endothelins; and
three, metabolic changes by serum 11-6 leading to distur-
bances of the blood retina barrier and dysfunction of
vessels.“"r’

In the present study, reduction of vascular density
remains stable after 8 months (online supplemental
figure 2). This 1s the most important finding of the
present study, that is, the persistence of significant lower
VDs in severe and moderate disease. A comparison
with the control group to evaluate the impact of ageing
was undertaken, which proves the consistency of the
persistenily reduced central SCF, DCP and enlarged FAZ
area, and this correlates with the results of other groups
at 6 months.™ As a tendency 1o a negative correlation

was found regarding sex and central VD in our previcus
study,w we decided to examine possible differences in
VD data between male and female groups at baseline and
at follow-up (online supplemental material). Guemes-
Villahoz ef al suggesied that women could undergo
eitherslower recovery or progressive worsening of retinal
VD and questioned whether this might have any relation-
ship to major persistence of neurological symptoms after
the illness in the female population. In our study, VDs of
all areas in the female group, although generally lower
than in the male group. were mostly no different. We
found no other reports in the literature with evidence
supporting the possibility that women would be at
higher risk of COVID-19 vascularrelated events. Further
research in this direction 1s planned.

The long-term consequences of COVID-19in the retina
have not been examined. As far as we know, no clinical or
fundoscopic macroscopic ahnormalities were discovered
at follow-up, such as we could expect as a consequence of
the reduced VD. We found only one 1solated case report
of permstent rotton wool spots on fundus examination
at 6 months.”® For the moment, none of our patlcnls
presented any clinical consequences of the microvas-
cular abnormalities evidenced herein. Some studies have
tried to relate retinal fibre nerve layer and ganglion cell
layer thicknesses with decreases 1 1n VD, but ne structural
correlations have been found.” It is still not known
whether vasculature structures of the retinal plexuses are
more vulnerable to thrombotic events than other body
plexuses, as these abnormalities seem to remain clini-
cally silent. We believe long-term follow-up is needed to
assess future possible ischaemic/neovascular diseases of
the retina, especially in patients who have suffered from
severe COVID-19.

If persistent microvascular changes are found in the
retina beyond & menths, it may be presumed that other
organs and their plexuses may have sustained long-
term damage. Current studies focus their attention
on ‘persistent COVID- 19" and reveal frequencies of
up to 79% of conceniration ablllty difficulties, 68% of
nsomnia, 64% of mMemory impairment, T5% of fatigue,
56% of tachycardia and 639% of nonproductlve Lough,
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among other symptoms. There is currently a coniro-
versy regarding the relationship between psychological
and functional impairment, systemic consequences and
mitial severity. Some studies, such as that of Huang ef Fredd
did find an association between acute COVID-19 disease
severity, persistence of symptoms such as fatigue. weak-
ness, anxicty, impaired pulmonary diffusion capacitics
and chest imaging abnormalities. Further studies are
needed to assess whether recovery symptoms in critical
illness patients are comparable with those typically seen
in acute respiratory distress syndrome sLlI‘Vi\?OI‘S,QS or
whether persistent poor health after COVID-19 is finally
not associated with respiratory (:omplicau;icrns.29 How
perfusion reduction during acute SARS-CoV-2 infection
leads to long-term sequelae of the virus in several organs
and how this correlates to later symptoms is currently
being examined in research papers: pancreatic islets,™
heart.”! brain™ or kjdney.g'-’

If this were the case, VD of the retina measured by
OCT-A would be of use as a marker of widespread organ
injury in post-COVID-19 patients. Hekimsoy ef al”® have
already established a negative correlation between retinal
perfusion and idiopathic pulmonary arterial hyperten-
sion, a pathology that has been studied 1n recent times
in the context of COVID-19™ and that results in a higher
fatality rate when SARS-CoV-2 infection occurs. Further
studies to correlate systemic signs/symptems are neces-
sary to elucidate this question. Interestingly, perfusion
studies with tomography angicgraphy in the lungs and
kidneys of COVID-19 patients showed perfusion deficits
suggestive of microvascular occlusion with no detectable
major dystunction, similar to our firldingss.35

We acknowledge a series of limitations in our siudy.
First, the small sample size of the case cohort, as a conse-
quence of the prospective nature of the swudy, with
reduced number of patients willing to attend a second
ophthalmic examiation, lower surveillance rates in
maoderate and severe discase groups, and the study of
only one eye per patient. Second, the absence of comor-
bidities in our population might need to be taken into
account when assessing comparability to ocur studies.
Cotton wool spots and retinal haemorrhages are reported
m patrients with COVID-19 who commonly also have
other pre-existing comorbid conditions.” We believe
that the lack of comorbidinies might be beneficial for
measuring the real impact of the SARS-CoV-2 infection
on VD, since the presence of multiple pathologies might
affect its values. Third, no retinal periphery studies have
been performed, and we lack any information regarding
functional translation of our changes, for example. via
electroretimography or microperimetry, which would be
of use to state with confidence that there are no clinical
consequences. Fourth, a longer follow-up than 8§ months
should be carried out. Prospective studies on larger
cohorts will be needed for follow-up of retinal microvas-
cular abnormalities in post-COVID-19 patients, especially
m moderate and severe cases, to defect progression,
reversibility or vascular consequences.

In conclusion, this is the first study to find persisiently
reduced VDs in the retina 8 months after COVID-19
infection. We demonstrate persistent tendency towards a
larger FAZ area and reduction in the central area of the
superficial and deep plexuses, with correlation to disease
severity. Therefore. we believe close follow-up of patients
with severe disease should be performed. in order to
detect possible long-term systemic and ophthalmological
disease sequelae.
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