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“Quedarse. Pelear. Los héroes (dicen) lo son porque siguen de pie, pese a todo.
Seguir cuando no ves rastro de las razones, cuando ya no las hay (¢;volveran?).
Defender —Luis Garcia Montero— ‘las noches en mi casa, los barcos sin
bandera y los inviernos con sol”. Poner en duda una vez mas esa certeza que
nos negamos y que no podemos acatar: que estamos solos.

No tirar la toalla, hasta el fin, hasta el agotamiento; de cada musculo, fin. Segquir,
cuando no hay motivos. Que duela —y a pesar de todo, quedarse.”

Jesus Terrés






El presente trabajo deriva del Proyecto de Investigacion “Analisis de la medidas
de la capa de células ganglionares en pacientes con enfermedades
neurodegenerativas”, que fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de Cantabria en Santander, el 12 de julio de 2017 (Cddigo Interno
2017.146) y del Proyecto de Investigacion “Cohorte Valdecilla para el estudio de
la memoria y el envejecimiento cerebral” aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica de Cantabria en Santander, el 15 de junio de 2018 (Cddigo
Interno: 2018.111).

Todos los participantes en el estudio dieron su consentimiento informado
por escrito. En el caso de aquellos pacientes en los que su grado de deterioro
cognitivo no permitiera asegurar la completa comprension del consentimiento

informado, éste se obtuvo de su familiar acompanante.
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Introduccion

. La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo cronico, de
progresion lenta e irreversible que se caracteriza clinicamente por pérdida de
memoria, cambios psicolégicos y de comportamiento y declive cognitivo
generalizado que termina afectando a las actividades de la vida cotidiana de los

pacientes .

A nivel anatomopatolégico se caracteriza por placas seniles y ovillos
neurofibrilares, formados por dos proteinopatias diferentes. Las placas seniles
son unos depdsitos extracelulares compuestos mayoritariamente por fibrillas
insolubles de péptidos beta-amiloide (AB)?> y los ovillos neurofibrilares
intracelulares se cree que estan compuestos mayoritariamente por agregados
de una forma hiperfosforilada de la proteina asociada a microtibulos Tau 3. De
forma paralela, se producen cambios neurodegenerativos no especificos que
favorecen el proceso inflamatorio (estrés oxidativo, atrofia, astrocitos reactivos y
gliosis). La EA suele acompanarse de patologia vascular cerebral, llamada
angiopatia amiloide cerebral (AAC) que se caracteriza por la acumulacién de AR

en las paredes de los vasos sanguineos 2.

Existen dos variantes de la EA, la forma genética y la esporadica. Un pequefio
porcentaje (<1 %) tiene una causa genética (EA de origen familiar) debido a
mutaciones autosémicas dominantes en el gen que codifica la proteina
precursora del amiloide (APP) (cromosoma 21) o en los genes PSENT
(cromosoma 14) y PSENZ2 (cromosoma 1) que codifican las presenilinas 1 (PS17)

y 2 (PS2), proteinas que forman parte del complejo enzimatico de la y-secretasa.
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Esta variante de la enfermedad se caracteriza por presentar un inicio mas
temprano °. La mayoria de los casos de la EA pertenecen a la forma esporadica
de la enfermedad y se presenta en personas mayores de 65 afios. Su origen es
multifactorial, pero la edad y la presencia del alelo €4 del gen APOE, que codifica
la apolipoproteina E, suponen los dos factores de riesgo conocidos mas

importantes 10-12,

Actualmente no existe un tratamiento disponible dirigido especificamente contra
los mecanismos patogénicos de la EA y capaz de detener su progresion '. Las
unicas terapias farmacoldgicas disponibles en el mercado se basan en el
tratamiento de los sintomas caracteristicos de la enfermedad. El conjunto de
cambios neuropatoldgicos comienza a desarrollarse entre 15y 20 afos antes del
inicio de los sintomas clinicos de la demencia '3-' lo que implica que existe una
amplia ventana para el diagnéstico y tratamiento precoz cuando el dafio neuronal

es minimo.

1.1. Epidemiologia e impacto social de la enfermedad de Alzheimer
La EA es el trastorno neurodegenerativo cronico mas frecuente y esta implicado
en el 60-80% de los casos de demencia 7.

La prevalencia mundial de la EA es de mas de 45 millones de personas y se
estima que se duplicara cada 20 afios, llegando a 130 millones en 2050 1820
(Fig. 1).

Es una enfermedad con un alto impacto a nivel funcional. En la actualidad, es la

causa principal de morbilidad y mortalidad en mayores de 65 afios en Esparia ?'.
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Causa también un importante dano socioecondmico tanto en las familias
afectadas como en los sistemas de salud 2.

Dadas las abrumantes cifras estimadas para 2050 de enfermos con demencia
por EA, es necesario y urgente el desarrollo de técnicas diagndsticas fiables, no

invasivas y asequibles, adecuadas para un uso clinico generalizado.
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Figura 1. Estimacion del nimero de personas con demencia en paises con bajos
ingresos y en paises con ingresos altos hasta el afio 2050. (Imagen modificada,

fuente: https://www.alz.co.uk/research/GloballmpactDementia2013.pdf).

1.2. Diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

En el ano 2011, el Instituto Nacional sobre el Envejecimiento y la Asociacion de
Alzheimer (NIA-AA, del inglés “National Institute on Aging and Alzheimer’s
Association”) revisaron las guias de 1984 y actualizaron los criterios alli descritos
con el objetivo de mejorar el diagnostico de la EA 2324, Las guias revisadas de
2011 dividieron la EA en tres fases clinicas (preclinica, deterioro cognitivo leve
(DCL) y demencia) con criterios diagnosticos diferentes para cada una 132425 ¢

incorporaron biomarcadores fiables al proceso diagndstico de la EA 132425 Sin
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embargo, el uso en la practica clinica de estos biomarcadores no esta
generalizado, limitandose muchas veces al campo de la investigacion 132425,
Desde el punto de vista clinico, se puede considerar que la EA atraviesa dos
fases antes de alcanzar el estadio de demencia: un periodo preclinico, en el que
la neurodegeneracion avanza de forma silente '3, seguido de las primeras
manifestaciones o deterioro cognitivo leve (DCL), denominado en este caso EA
prodromica.

La etapa preclinica de la EA, que precede varios afios al DCL o a la demencia
por EA, se ha convertido en un objetivo para las intervenciones terapéuticas. En
esta etapa, en la que la patologia molecular de la EA ya esta presente en el
cerebro, pero aun no se expresa clinicamente, los individuos son, por definicién,
asintomaticos y cognitivamente normales 31626,

El DCL constituye un sindrome clinico caracterizado por déficits cognitivos
objetivables, que afectan principalmente a la memoria, sin deterioro funcional
significativo en las actividades de la vida diaria 252728, Los sujetos con DCL
tienen aproximadamente tres veces mas probabilidades de desarrollar demencia
en los siguientes dos-cinco afios 2°, siendo las tasas anuales de progresion de
DCL a la demencia entre el 5 y el 16% 3031, Un porcentaje de estos casos
permanece estable a lo largo del tiempo, e incluso mejoran especialmente si se
identifica una causa tratable 273032, ElI DCL tiene multiples posibles
etiopatogenias y su evolucion en el tiempo dependera de la causa subyacente,
ya sean procesos degenerativos 0 no degenerativos. A pesar de que la EA
constituye la causa neurodegenerativa mas frecuente de DCL, la designacién
especifica de DCL debido a EA se utiliza cuando estan presentes biomarcadores

asociados con la EA.
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Hoy en dia, un diagnéstico definitivo de EA requiere un examen histopatoldgico
post mortem 33. En la practica clinica, el diagndstico de la EA se basa en una
caracterizacidon sindromica, junto con la exclusion de otros procesos causantes
de deterioro cognitivo secundario mediante pruebas complementarias. Los
avances sobre biomarcadores han permitido una mayor disponibilidad de los
mismos en la practica clinica permitiendo medir el dafio neuropatoldgico in vivo
34 mejorando asi el nivel de certeza diagnodstica y permitiendo identificar la EA
como causa del cuadro, lo que resulta util para predecir un deterioro cognitivo a

largo plazo y una progresion a demencia 5.

1.3. Biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer

Un biomarcador es un parametro fisiolégico, bioquimico o anatémico que puede
ser medido objetivamente y que se utiliza como un indicador de un proceso
biolégico normal, un proceso patolégico o una respuesta a una intervencion
terapéutica 6. Los biomarcadores core de la EA demuestran la presencia de las
proteinopatias que definen la enfermedad, AR y Tau, ya sea a través de la
determinacion de sus niveles en liquido cefalorraquideo (LCR) 34 o mediante
técnicas de neuroimagen 3738, y se pueden dividir en tres categorias:

1. Los biomarcadores de depodsito de AR: 39-41:

¢ Niveles bajos de AB420 ratio AB42/ AB4oen LCR.

e Imagenes de tomografia por emision de positrones / tomografia
computarizada (PET/TC) positivas usando radiotrazadores que se
unen a los depdsitos de AB, como el PiB-PET

2. Los biomarcadores de patologia de Tau asociada a EA 4142

¢ Niveles altos de proteina Tau fosforilada (pTau) en LCR.
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e Imagenes de PET-Tau 3.
3. Los biomarcadores de neurodegeneracion o lesion neuronal 44:

e Niveles altos de total Tau (tTau) en LCR.

e Atrofia cortical, reduccion del volumen del hipocampo o la atrofia
del l6bulo temporal medial en la resonancia magnética nuclear
(RMN) 45,

e Las imagenes cerebrales funcionales de PET/TC con 'F
fluorodesoxiglucosa ('8F-FDG) revelan distintas regiones de

hipometabolismo cerebral 4.

Descripciéon de los biomarcadores de liquido cefalorraquideo

Los tres biomarcadores core de LCR para la EA son A4z, la proteina pTau y
tTau. Por separado tienen capacidad diagnéstica, pero en conjunto han
presentado una elevada sensibilidad y especificidad para discriminar a los
pacientes con EA de los controles sanos (CS) 3*46 asi como capacidad
prondstica para distinguir a los individuos con DCL que van a progresar a fases

mas avanzadas de la EA 4146,

ABs2en LCR

Se ha demostrado que los niveles de AB42 en el LCR disminuyen conforme
aumenta el deposito de AB en las placas seniles del cerebro 47-50, Ademas, se
ha observado que los niveles de AB42 en el LCR de pacientes con EA son mas
bajos que en los CS ®'. Se ha demostrado que existe una alta concordancia entre
niveles anormalmente bajos de ABs2 en LCR y '"C-PiB PET positivos en

pacientes con EA 2.

10
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tTau y pTau en LCR

Los niveles en el LCR de tTau y pTau en los enfermos de Alzheimer son mas
altos que en los CS 414248,

El aumento de los niveles de tTau en el LCR se asocia con un proceso intrinseco
de neurodegeneracion*® y, por tanto, también aumenta durante el envejecimiento
normal '°, después de un traumatismo %3 o después de un ictus 4. No obstante,
este biomarcador se correlaciona con la severidad de la EA, y concentraciones
altas se han asociado con un mayor declive cognitivo °°.

El aumento de pTau en el LCR refleja la formacion de ovillos neurofibrilares en
el cerebro. En los pacientes con DCL niveles altos de pTau en el LCR se han

asociado con la progresién del declive cognitivo .

Descripcion de los biomarcadores de neuroimagen

Los cambios morfologicos y funcionales que suceden en el sistema nervioso
central (SNC) pueden ser cuantificados por varios tipos de técnicas de

neuroimagen.

Tomografia por emision de positrones (PET)
La técnica de imagen PET cuantifica in vivo radiofarmacos o ligandos radiactivos
y posibilita la evaluacion de un proceso molecular en su lugar de accion
permitiendo la deteccién de enfermedades en estadios asintomaticos cuando
todavia no hay evidencias de cambios anatémicos.

- PET-AB

El desarrollo de marcadores PET para detectar los depdsitos de AB ha

permitido estudiar la patologia in vivo y comprender mejor la topografia y la

11
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propagacion de AB en el cerebro %7, Esta técnica mide la carga de amiloide
fibrilar en el cerebro y los resultados se determinan como positivos o negativos.
Los trazadores de amiloide aprobados por la FDA (Food and Drug Administration
in USA) y EMA (European Medicines Agency) para su uso clinico son '8F-
florbetapir, '8F-flutemetamol y '8F-florbetaben. El compuesto B ' C-Pittsburgh
(""C-PiB, del inglés “’"C-labeled Pittsburgh Compound-B”) que fue el primero en
desarrollarse esta restringido al ambito de la investigacion %85°. "'C-PiB es un
agente radiactivo analogo de la tioflavina de bajo peso molecular capaz de medir
depdsitos de AR mediante PET in vivo. Es el ligando mas estudiado y validado
60 y es muy util para predecir la conversion de DLC a demencia por EA, siendo
sus rangos de sensibilidad y especificidad entre 83,3%-100% y entre 41.1%-
100% respectivamente ¢'. Se ha encontrado una excelente correspondencia
entre la union de ""C-PiB y la deposicion cerebral de AB en los estudios
anatomopatoldgicos 2. Los estudios de imagen con ''C-PiB son apropiados para
realizar un diagndstico de la EA en los casos sintomaticos, asi como en los
estadios iniciales de la enfermedad ©3. Este factor es importante, ya que las
técnicas de imagen de tipo estructural unicamente permiten realizar un
diagndstico lo suficientemente sensible y especifico de la EA en un estadio

avanzado de la enfermedad ©4.

- '8F-Fluorodesoxiglucosa

La glucosa marcada radiactivamente se utiliza para medir el metabolismo
cerebral, el cual es un indicador indirecto de su actividad sinaptica. Los estudios
con FDG-PET han mostrado que en los enfermos de Alzheimer existe un

hipometabolismo cortical simétrico distintivo que se extiende desde las regiones

12
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parietales y el giro cingulado posterior al coértex temporal y prefrontal por lo que

representa un biomarcador util para evaluar los procesos de neurodegeneracion

36

—>PET-Tau

Se han desarrollado varios radiofarmacos para detectar in vivo los ovillos
neurofibrilares de Tau caracteristicos de la EA. Mediante estudios PET-Tau in
vivo se ha objetivado el patron de progresion de patologia Tau por el cértex
cerebral %7 que comienza en la regién temporal medial, se extiende
posteriormente por el sistema limbico y finalmente implica a todo el isocértex 8.
Esta distribucién caracteristica de la patologia Tau ¢’ es responsable de los
sintomas clinicos mas frecuentes de estadios iniciales de la EA, la pérdida de
memoria reciente, con deterioro progresivo de otras areas cognitivas, como la
funcion ejecutiva, el lenguaje y la funcién visoespacial 8°. Ademas, este patron
de progresion a nivel topografico 6770 explica la afectacidén de predominio cortical
temporal y parietal posterior observada en los estudios de neuroimagen

estructural o funcional en los estadios iniciales de la EA 7',

Imagen por resonancia magnética estructural (RMN)

La RMN es un biomarcador topografico, util para evaluar los cambios cerebrales
relacionados con el patron regional de dafio neurolégico de la EA 4. Los
individuos con EA presentan una degeneracion sinaptica y neuronal progresiva
que afecta a multiples regiones del cerebro, principalmente al hipocampo y a las
areas cortical y subcortical ’2. Los hallazgos de la RMN en la EA incluyen tanto

la atrofia generalizada como la atrofia focal, asi como las lesiones de la sustancia

13
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blanca. En general, estos hallazgos son inespecificos, sin embargo, la atrofia del
hipocampo y del l6bulo temporal medial constituyen los hallazgos mas
caracteristicos de la EA con una sensibilidad del 78-94% y una especificidad del
60-100% 3-75. Se ha descrito que el volumen del hipocampo puede predecir la
tasa de progresion de DCL a demencia por EA, sin embargo, su uso en la

practica clinica es limitado 76.

Limitaciones de los biomarcadores

La mayoria de estas técnicas no son adecuadas para el cribado poblacional
repetido en etapas preclinicas. Su empleo esta restringido por el uso de isétopos
ionizantes (radiactividad), altos costos, baja disponibilidad y/o resolucion o
especificidad limitadas 7"-8'. En cuanto a los trazadores y las modalidades
disponibles para PET, no permiten la deteccion de formas tempranas pequefas
o solubles de acumulacién de AB 88, Los marcadores de LCR (ABa42, tTau,
pTau) si bien han demostrado alta sensibilidad y especificidad, tampoco son
utiles para el cribado masivo debido a que la extraccion de LCR sigue siendo un
procedimiento invasivo. Los recientes avances en el desarrollo de marcadores
de plasma (AB42, pTau, etc...) suponen una de las lineas de investigacién mas
prometedoras, aunque aun estan en proceso de ser validados para su uso clinico
y quedan en el aire muchas incognitas que se deberan resolver antes de poder
plantear su uso en cribados poblacionales, como por ejemplo la potencial

interferencia de otros 6rganos corporales y procesos metabdlicos periféricos 8.

Dado que los cambios neuropatolégicos preceden afios o incluso décadas a los

sintomas clinicos, y se consideraria éptimo tratar la enfermedad tan pronto como

14



Introduccion

sea posible. Por este motivo, el interés actual se centra en la busqueda de
biomarcadores de la EA en fase preclinica. Un biomarcador debe identificar
correctamente a los pacientes en riesgo, predecir la posible la progresién clinica
y ayudar a la correcta seleccion y categorizacion de individuos en ensayos

clinicos de intervencién terapéutica preclinica.

1.4. Continuo de Alzheimer y dinamica de biomarcadores

La forma de definir la EA ha experimentado cambios significativos en los ultimos
afios conforme avanzaba el conocimiento biolégico de la enfermedad. Desde la
publicacion de las directrices de 2011 38384 el progreso cientifico condujo al
NIA-AA a actualizar estas guias y a unificar criterios clinicos y marcadores
bioldgicos. Esta actualizacién se denomina "marco de investigacion", porque su
uso previsto es para la investigacion no para la atencion clinica de rutina 8, y ha
redefinido la EA segun los procesos patoldgicos subyacentes de la enfermedad.
Considera la EA como un proceso continuo, dado que el deterioro cognitivo en
la EA se produce durante un periodo prolongado 888y |a afectacion progresiva
de los biomarcadores también es un proceso continuo que comienza antes de
los sintomas 8994,

A proposito de estas investigaciones, se desarrolld6 un nuevo sistema
denominado AT(N) para categorizar los biomarcadores in vivo,
independientemente del estado cognitivo de los sujetos, basado en el proceso
biolégico que comprende cada biomarcador: "A” se refiere al biomarcador AR
(PET-AB 0 LCR), "T" se refiere a Tau patologico (pTau en LCR o PET-Tau),y "N”
se refiere a la neurodegeneracion (LCR tTau, FDG-PET o RMN) (tabla 1).

Basandose en el razonamiento de que la EA es un continuo, esta clasificacion

15
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define los cambios patolégicos secuenciales comenzando con la deposicion de
AB seguida de patologia Tau y, finalmente, neurodegeneracion . De hecho,
este modelo, apoyado por estudios genéticos, por estudios longitudinales de
neuroimagen cerebral y por estudios fisiopatoldgicos, enfatiza que es necesario
la presencia de AB y Tau para definir la EA %. El sistema AT(N) es flexible para
incorporar nuevos biomarcadores segun la disponibilidad futura, actualmente en
estudio, incluidos los biomarcadores que miden cambios vasculares, cambios

inflamatorios y dario sinaptico 7%,

Tabla 1. Sistema de clasificacion AT(N). Este esquema reconoce tres grupos
generales de biomarcadores basados en la naturaleza del proceso patolégico de cada

uno 859,

Clasificacion biomarcadores AT (N)
A: depdsito de AB
ABas2 0 ratio ABs2/AB4o en LCR
PET amiloide
T: depdsito de Tau (ovillos neurofibrilares)
pTau en LCR
PET-Tau
(N): Neurodegeneracion o dafio neuronal
RMN
PET FDG
tTau en LCR

Abreviaciones: A, amiloide; AB, beta amiloide; FDG, fluoresoxiglucosa; LCR, liquido
cefalorraquideo; RMN, resonancia magnética nuclear; N, neurodegeneracion; T, Tau.

Este marco de trabajo, ideado en principio para su uso en investigacion, ha
desplazado el concepto de la enfermedad de un constructo clinico hacia una
entidad definida biolégicamente, centrandose en el diagnostico de EA con

biomarcadores en personas vivas 8% y establece que cualquier sujeto en el que
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se haya demostrado de forma objetiva la presencia de niveles alterados de AR,
de forma aislada o en combinacion con marcadores de patologia Tau , se
considera dentro del continuo Alzheimer, independientemente de su estado
cognitivo. Se propuso la denominacion cambios patoldgicos de Alzheimer para
los casos en los que unicamente se encuentren alteraciones de AR, reservando
el término enfermedad de Alzheimer para aquellos que demuestren ademas
marcadores de Tau positivos. Los biomarcadores de lesiéon neuronal y los
sintomas cognitivos no son especificos de la EA, y se utilizan solo para
estadificar la gravedad, no para definir la presencia del continuo de Alzheimer

(tabla 2).

Tabla 2. Perfil y categorizacion de enfermedad de Alzheimer segun los

biomarcadores .

Perfil AT (N) Categoria segun biomarcador

A-T- (N)- Biomarcadores normales

A+T- (N)- Cambios patolégicos de Alzheimer

A+T+ (N> EA Continuo de
A+T+ (N)+ EA Alzheimer
A+T- (N)+ EA y sospecha de enfermedad concomitante

A-T+ (N)- |

A-T- (N)+ No cambios patolégicos de EA

A-T+ (N)

Abreviaciones: A, depdsito de AB; EA, enfermedad de Alzheimer; (N), neurodegeneracion o
dano neuronal; T, depdsito de Tau (ovillos neurofibrilares).

De acuerdo con la hipétesis de la cascada amiloide %7, el continuo Alzheimer
comenzaria con los cambios patologicos de Alzheimer consistentes en el
depdsito aislado de AR cortical, a lo que se sumaria con el paso del tiempo la

patologia Tau, constituyendo entonces una enfermedad de Alzheimer definida
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biolégicamente y dando lugar a un proceso de neurodegeneracidén progresivo
que finalmente desembocaria en el inicio de la clinica cognitiva y el deterioro

funcional que caracteriza a la demencia (Fig. 2).

=
o
x

AB 142 LCR
— PET amiloide
—— Tau L

RMN + PET FDG
~—Deterioro cognitivo

Demencia

Biomarcadores patolégicos

i

Tiempo >

Figura 2. Modelo dinamico de aparicion de biomarcadores y progresion de la EA
propuesto por Jack et al. Imagen modificada de Jack et al. 2013 ¥. La figura muestra
la relacién entre el grado de anomalia de los biomarcadores (eje y) y el tiempo (eje x).
La patologia AB se identifica mediante ABs2 en LCR (linea morada) o mediante PET
amiloide (linea roja) y son los primeros biomarcadores que se ven alterados. A
continuacion, se alteran Tau en LCR (linea azul) y por ultimo los biomarcadores de
neurodegeneracion, tales como la atrofia cerebral en la resonancia magnética y el
hipometabolismo cerebral (FDG-PET) (se representan conjuntamente con una linea
naranja). Todas las curvas convergen en la esquina superior derecha del grafico, el
punto de maxima anomalia. La respuesta cognitiva se ilustra como una zona (area
verde) con puntos de mayor o menor riesgo. La linea negra vertical marca un tiempo
concreto, y la proyeccion de la interseccion de este tiempo con las curvas de
biomarcadores hacia el eje vertical izquierdo (flechas horizontales discontinuas) da
valores de cada biomarcador en ese momento. AB42 en LCR es el mas patoldgico en
cualquier momento dado de la progresion de la enfermedad. La interseccion del tiempo
T con la zona de deterioro cognitivo da un deterioro cognitivo para ese punto fijo en el

tiempo. Los sujetos que tienen un alto riesgo de deterioro cognitivo debido a la
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fisiopatologia de la EA se muestran con una curva de respuesta cognitiva que se
desplaza hacia la izquierda. Por el contrario, la curva de respuesta cognitiva se desplaza
hacia la derecha en sujetos con un perfil genético protector, alta reserva cognitiva y
ausencia de patologias cerebrales asociadas. Esta grafica muestra que dos sujetos con
el mismo perfil de biomarcadores (en el mismo momento) pueden tener diferentes
resultados cognitivos (indicado por circulos amarillos en la interseccion del tiempo y los
perfiles cognitivos de riesgo bajo versus alto).

Abreviaciones: AB, beta-amiloide; DCL, deterioro cognitivo leve; FDG, fluorodesoxiglucosa;
LCR, liquido cefalorraquideo; PET, tomografia por emision de positrones; RMN, resonancia
magnética nuclear.

Existen otras teorias bioldgicas acerca del inicio del continuo de la EA. A
diferencia de la hipotesis amiloide que asume sucesos causales en serie %, otra
hipbtesis sugiere que ambos procesos fisiopatolégicos pueden ser procesos
independientes que comparten una etiologia comun %. Incluso, dado los
hallazgos anatomopatoldgicos de patologia Tau encontrados en individuos
jévenes, se ha propuesto que el depdsito subcortical de Tau sea el punto de
partida de la cascada fisiopatologica de la EA, que comienza ya en la primera
década de la vida 190191 Esta Gltima hipdtesis es aun controvertida, dado que la
Taupatia ocurre en una proporcion tan alta de individuos jovenes clinicamente
asintomaticos, que podria ser una variante del envejecimiento o podria conducir

a un deterioro cognitivo sutil pero no a una demencia por EA 1%,

Hoy en dia, la investigacion se centra en el diagndstico de EA en las etapas
prodrémica y preclinica en un esfuerzo por definirlas adecuadamente, para
disefiar ensayos clinicos de intervencion temprana con el fin de aplicar
tratamientos potenciales antes de que se establezca el dafio 192,

Los biomarcadores core de LCR y las imagenes PET son técnicas reconocidas

para el diagnoéstico biolégico de la EA, la prediccion de resultados clinicos & y
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una diferenciacion precisa de la EA de las demencias de otras etiologias 103104,
Sin embargo, todavia existen restricciones en la practica clinica, como
problemas de estandarizacion y caracter invasivo en el caso de los marcadores
de LCR, y altos costos y disponibilidad limitada en el caso de la PET amiloide,
que limitan su en la practica clinica y como herramienta de screening poblacional
45,105 Estas limitaciones hacen que sea prioritario explorar otros métodos de
diagndstico aplicables a la poblacion general, quizas a través de otro tejido del

SNC: la retina.
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Il. La retina y el nervio éptico: extension del SNC

Existe una necesidad importante de identificar una modalidad de diagndstico no
invasiva y coste-efectiva que sea ampliamente accesible para los pacientes. Esto
ha conducido al estudio de la retina y el nervio éptico (NO) como potenciales
biomarcadores para la EA. Embriolégicamente, estas estructuras derivan del
diencéfalo y se consideran una extension del SNC 106-109,

La retina constituye la capa mas interna del 0jo, y esta formada por conexiones
neuronales que se extienden hasta el NO y de ahi al SNC. Las células
fotorreceptoras, situadas en la capa mas externa de la retina, transforman los
estimulos luminosos en impulsos nerviosos, iniciando una cascada de senales
neuronales. Estos estimulos conectan con las células bipolares (primera
neurona) y después, con las células ganglionares de la retina (CGR) (segunda
neurona). Los axones de las CGR se unen para formar el NO, y atraviesan la
lamina cribosa. A nivel del quiasma optico, las fibras de la retina nasal se
decusan y posteriormente continuan formando la cintilla 6ptica, haciendo
sinapsis en el nucleo geniculado lateral del talamo (tercera neurona; NGL) de
donde parten las radiaciones 6pticas hasta la corteza visual en el I6bulo occipital

superior e inferior de la fisura calcarina 197-109,

2.1. Anatomia y fisiologia del nervio éptico
El nervio éptico tiene un diametro dentro de la esclera de 1.5mm y es mayor en
su salida del globo ocular (3mm). Se puede dividir en tres partes: la porcion

prelaminar, la laminar y la retrolaminar, separadas por la lamina cribosa (LC)

(Fig. 3).
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La capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) es la zona mas anterior del NO
y esta formada por los axones de las CGR. Entre 1.2 - 1.5 millones de estos
axones confluyen y forman el NO. Caracteristicamente, carecen de mielina hasta
traspasar la LC, por lo que pueden ser buenos marcadores de dafio axonal. La
porcion prelaminar, es la regién anterior de la LC. A este nivel predominan los
axones desmielinizados y un gran numero de astrocitos. En la porcion laminar,
los axones atraviesan los poros formados por haces de colageno de la LC.
Finalmente, en la porcion retrolaminar, posterior a la LC, los axones se
caracterizan por estar recubiertos de una vaina de mielina. Desde ahi, el NO

rodeado por las tres capas meningeas discurre hasta el NGL 119111,

CabezadelNO 7 — =

Retina

Coroides

Figura 3. Representacién anatémica e histologica de las partes del nervio 6ptico
en su salida del globo ocular. (A) Capa de fibras nerviosas de la retina confluyendo
en la papila d6ptica. (B) Porcion prelaminar. (C) Porcion laminar formada por la lamina

cribosa. (D) Porcién retrolaminar.

La LC es una estructura constituida por una red multicapa de fibras de colageno
que se insertan en la pared del canal escleral, proporcionando el soporte
estructural principal al NO cuando sale del ojo. La LC contribuye en el
mantenimiento del gradiente de presion entre el interior del ojo y el tejido

circundante. Al ser estructuralmente mas fina que la esclera, es mas sensible a
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los cambios de presién intraocular (PIO) y sufre un desplazamiento posterior al
aumentar la presiéon ocular. La microscopia electronica de barrido de la lamina
cribosa normal revela una menor densidad de tejido conectivo y material de
matriz extracelular en sus polos inferior y superior, donde los poros laminares
son mas grandes en comparaciéon con las regiones nasal y temporal. Esta
diferencia puede explicar la mayor susceptibilidad al dafio de las regiones inferior

y superior del nervio éptico 112113,

2.2. Anatomia y fisiologia de la retina

La retina esta formada por el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y la retina
sensorial, separados por un espacio virtual llamado espacio subretiniano. La
retina sensorial se extiende desde la papila (capa de fibras peripapilares) hasta
la ora serrata, en el limite con la pars plana ciliar 114117,

La retina presenta dos areas bien definidas: el polo posterior entre las arcadas
vasculares temporales y la retina periférica la cual se extiende desde la macula
hasta la ora serrata (donde se continua con un epitelio no pigmentado en la pars
plana) (Fig. 4) """, Ambas zonas se diferencian desde un punto de vista
histolégico por la presencia de un mayor nimero de CGR en el lado temporal a

la papila en el polo posterior.
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Figura 4. Representacion del fondo de ojo. Se distingue la periferia retina de la retina
temporal y nasal respecto al nervio optico. El area comprendida dentro de la linea
circular discontinua corresponde al polo posterior, el area de la retina con mayor

concentracion de células ganglionares.

Estructuralmente, la retina neurosensorial estd compuesta por nueve capas
contiguas, microscopicas, interconectadas por sinapsis neuronales: Ia
membrana limitante interna (MLI), la CFNR, la capa de células ganglionares de
la retina (CCGR), la capa plexiforme interna (CPI), la capa nuclear interna (CNI),
la capa plexiforme externa (CPE), la capa nuclear externa (CNE), la membrana

limitante externa (MLE) y la capa de fotorreceptores (Fig. 5) "4-117.
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Figura 5. Esquema de las capas de la retina. Los somas celulares se encuentran en
tres capas nucleares, la capa de células ganglionares de la retina, la capa nuclear
interna y la capa nuclear externa. Los contactos sinapticos tienen lugar en la capa
plexiforme interna y en la capa plexiforme externa. Al igual que en el cerebro, la retina
posee diferentes tipos de células gliales de soporte: los astrocitos, las células de Muller

y la microglia.

2.3. Caracteristicas de las células ganglionares de la retina

La informacién visual generada por los fotorreceptores se transmite a traves de
las células bipolares a las CGR, cuyos axones salen del ojo llegando al NGL 8,
La CCGR reune los nucleos de las CGR y las células amacrinas desplazadas.
En la regidn peripapilar temporal, estos nucleos estan empaquetados firmemente
y forman una multicapa celular en la macula (Fig.6), mientras que en la periferia

se dispersan y forman una capa monocelular.
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Figura 6. Representacién grafica del area macular. La macula es un area concreta
en el centro de la retina y se divide en varias zonas, el area perifoveal, el area parafoveal,
la fovea y la foveola. En el area perifoveal las células ganglionares de la retina (CGR)
se disponen formando una capa monocelular como en la retina periférica. Dentro del
area parafoveal las CGR se disponen formando una capa multicelular. La févea es una
depresion central de 1.5 mm en el centro de la macula. La capa de CGR vy la capa
nuclear interna desaparecen dentro de la fovea. La foveola es una zona avascular, libre
de CGR y bastones, solo hay conos y células de Miller. Una pequena protuberancia en

el centro de la foveola, denominada umbo, tiene una alta concentracion de conos

alargados 114117,

Hay mas de 1 millon de CGR con una densidad aproximada de 20.000/mm? en
los cuadrantes centrales y menos de 500/mm?en la periferia. Se han reconocido
al menos 30 tipos morfolégicos diferentes de CGR en la retina humana, pero solo
algunos de ellos se consideran esenciales para la funcion de las cuatro vias
visuales diferentes °:
1. Las CGR enanas o CGR-P (alrededor del 80% del las CGR totales) se
proyectan a las capas parvocelulares del NGL. Las CGR-P se encuentran

en su mayoria en el haz papilomacular.
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2. Las CGR parasol o CGR-M (5-15%) se proyectan a las capas
magnocelulares del NGL.

3. Las CGR biestratificadas forman parte del la via visual koniocelular que
se proyecta hacia las capas koniocelulares del NGL.

4. Las CGR que contienen melanopsina o CGR (aproximadamente el 1% del
total de las CGR) se proyectan principalmente hacia el nucleo

supraquiasmatico del hipotalamo, formando la via retino-hipotalamica.

Estas CGR tienen caracteristicas comunes especificas, como la ubicacién de
sus somas en la CCGR, la arborizacién de sus dendritas en la CPl y la unién de

sus axones para formar el NO, y proyectarse hacia el NGL ''°.

Una caracteristica importante de la via P es que las CGR-P estan conectadas a
células bipolares pequefias, son especificas de un solo cono y estan situadas en
los 2 mm centrales alrededor de la fovea. Se cree que este circuito neuronal uno-
uno forma la base de la oposicién rojo-verde '?°. Las CGR-P tienen cuerpos
celulares pequenos, axones delgados y arboles dendriticos estrechos con un
patron de ramificacion mas tupido y denso '?'. En cambio, las CGR-M
constituyen una proporcion mas pequefa de CGR, estan formadas por grandes
cuerpos celulares, axones gruesos y arboles dendriticos de amplia ramificacion
radial; son sensibles a longitud de onda larga y media, y transmiten informacion
visual acromatica con alta resolucion temporal y menor resolucién espacial 122,
Ademas, las fibras grandes exhiben una conduccién de pulso mas rapida que
las fibras mas pequeiias '23. Estudios histoldgicos muestran que el 90% de los

axones de las CGR-P se encuentran en la fovea y en la macula, mientras que
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los axones de mayor calibre (magnocelulares) se situan perifoveales y en la

periferia retiniana 124,

En las enfermedades neurodegenerativas, sistémicas y oculares, se han descrito
diferentes patrones de dano de las CGR. Por ejemplo, se ha mostrado que el
dafio axonal en la EA afecta tipicamente a las CGR-M, reflejando un
adelgazamiento preferencial de la CFNR en los sectores superior e inferior del
NO 25, Este patrén es similar al patréon de dafio en la atrofia multisistémica 126127,
y se parece al descrito en el glaucoma '?. En cambio, la enfermedad de
Parkinson '?°, la esclerosis multiple '2%'30 y las neuropatias Odpticas
mitocondriales 31132 se caracterizan por la pérdida preferencial de las CGR-P

del haz papilomacular, que se refleja en el adelgazamiento temporal de la CFNR.

2.4. Caracteristicas de la capa de fibras nerviosas de la retina

Los axones amielinicos de las CGR se extienden en direccion al vitreo para
formar la CFNR 3. En la papila optica, todos los axones giran para salir del
globo ocular, por ello las variaciones de la CFNR son mas llamativas en la region
peripapilar donde la flexiéon de las fibras nerviosas crea diferentes variaciones
anatomicas en el grosor de esta capa. El grosor del anillo neurorretiniano (ANR)
es mas estrecho en el sector temporal (T) de la cabeza del NO, y
progresivamente mas ancho en nasal (N), superior (S) e inferior (). Los haces
de fibras ocupan la parte mas externa de la papila y forman el ANR, mientras
que el centro de la papila carece de axones, estando ocupado por vasos y tejido

conectivo (Fig. 7).
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Figura 7. Division en sectores de la papila éptica. A través anillo del neurorretiniano
(naranja) discurren los axones del nervio dptico, mientras que la excavacion central de
la papila (amarillo) esta formado por vasos y tejido conectivo. |, inferior; N, nasal. S,

superior; T, temporal.

La distribucion topografica de los axones en la retina es especifica y éstos
confluyen en la papila con un patrén organizado (Fig. 8) 113124
-Los axones de las CGR originados en la retina nasal, siguen un curso
relativamente recto hacia la papila, y pasan al disco éptico como fibras
radiantes NS y NI.
-Los axones de las CGR originados en la macula discurren hacia el borde
temporal del NO mediante un fasciculo practicamente rectilineo y directo
formando el haz papilomacular. Los axones del haz papilomacular
(predominantemente  formados por CGR-P) entran  dispuestos
temporalmente en la cabeza del NO, pero a lo largo del camino hacia el NGL
se desplazan gradualmente hacia el centro del NO. Las fibras mas grandes
(predominantemente formadas por CGR-M) se localizan en mayor

proporcion en la periferia del nervio.
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-Los axones de las CGR procedentes de la region temporal de la retina
siguen un curso arqueado alrededor del haz papilomacular, sin cruzar el eje
horizontal que se extiende desde la fovea hasta la periferia de la retina
temporal, y forman las porciones temporales superior € inferior de la cabeza
del nervio optico. Son las fibras mas susceptibles al dafio glaucomatoso 128,
Otra caracteristica de la CFNR es que los axones procedentes de las CGR
localizadas en la periferia de la retina se mantienen en profundidad dentro de la
CFNR y ocupan la porcidén mas periférica (superficial) del NO. Por otro lado, los
axones que proceden de las CGR localizadas proximas a la papila discurren
superficiales a los que provienen de la periferia, y ocupan la porcion central del
NO '24, Por ello, el grosor de la CFNR aumenta desde la periferia hacia el polo

posterior de la retina, aunque existen diferencias regionales.

A

il “ Retina Nervio 6ptico

retrolaminar

Figura 8. Distribuciéon de los axones de la CFNR en la retina y en el nervio éptico
113,124 (A) En el corte transversal del nervio 6ptico (NO) se observa como las fibras de
la retina periférica se mantienen en profundidad dentro de la CFNR para ocupar después
una ubicacién mas superficial en el trayecto del nervio. (B) Distribucion de las fibras en
la retina y a su llegada a la cabeza del NO. (C) Distribucion de los axones en la region
retrolaminar del NO. Se aprecia como los axones del haz papilomacular, dispuestos

temporalmente en la cabeza del NO, se desplazan gradualmente hacia el centro.
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2.5. Anatomia y fisiologia de la coroides

La coroides es la parte posterior de la Uvea que se extiende desde la ora serrata
hasta el NO. La coroides es una estructura vascular que se encuentra debajo del
EPR y esta regulada por el sistema nervioso autonomo, simpatico y
parasimpatico 133135, Se encarga del suministro de oxigeno, nutrientes y factores
de crecimiento a la retina externa y al EPR 136137 Por lo tanto, es muy importante
medir con precisidon los cambios del grosor de la coroides en muchas
enfermedades del segmento posterior y en enfermedades sistémicas.

El suministro de sangre proviene de 1-2 arterias ciliares posteriores largas y 15-
20 cortas (desde la caroétida interna a la arteria oftdlmica y de ahi a las arterias
ciliares posteriores) 133-135,

Las capas de la coroides, a continuacion del EPR, son 133-135:

1. La membrana de Bruch (MB) es la capa mas interna en contacto con el
EPR. Ambas capas continuan con el epitelio ciliar pigmentado.

2. La coriocapilaris es una fina capa de capilares fenestrados (40-60 um)
que nutre las capas externas de la retina y el EPR.

3. El estroma esta formado por vasos sanguineos principalmente dispuestos
en dos capas, la capa de Haller mas externa (capa de vasos de gran
calibre) y la capa de Sattler (capa de vasos de calibre intermedio).

4. El espacio supracoroideo o lamina fusca es una capa de tejido conjuntivo
formada por laminillas donde se observan fibras elasticas, colageno y
celularidad representada por melanocitos y fibroblastos que separa los

capilares de la esclera.
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lll. Fisiopatologia ocular en la enfermedad de Alzheimer

Las similitudes entre el SNC y la retina junto con la busqueda de nuevos
biomarcadores han favorecido que la retina sea objeto de estudio en la EA.
Investigaciones exhaustivas sobre la retina revelaron la utilidad prometedora de
este tejido incluso en las primeras etapas de la EA '3 y gracias a los avances
tecnoldgicos, la retina se ha convertido en un tejido humano viable y accesible

in vivo, una “ventana” al SNC 139,

3.1. La retina: ventana al sistema nerviosa central y a la enfermedad

de Alzheimer

Dado el origen embriolégico comun, la retina comparte muchas caracteristicas
estructurales y funcionales con el SNC, como una amplia red neuronal, sistemas
neuroquimicos y de neurotransmisores complejos, microglia y macroglia y
barreras sanguineas 106.140-147 Estas poblaciones de neuronas y células gliales
secretan proteinas relacionadas con la cascada amiloide y los axones del NO
facilitan el transporte vesicular de APP hacia y desde las CGR 46,

La neurobiologia comun y la conexion directa entre la retina y el cerebro hacen
pensar que los cambios retinianos pueden reflejar procesos fisiopatoldgicos
similares al SNC %¢-1%0_ Como veremos a continuacion, la estrecha relacion se
ha establecido histolégicamente, clinicamente y mas recientemente a través de
dispositivos tecnolégicos de imagen no invasivos, como la tomografia de
coherencia 6ptica (OCT) entre otros, proporcionando una mejor comprension de
los procesos en el SNC, como el envejecimiento saludable y la

neurodegeneracion.
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3.2. Caracteristicas histolégicas de la retina en la enfermedad de
Alzheimer

La primera evidencia histopatolégica de degeneracién axonal difusa en el nervio
optico y la reduccion del grosor de la CFNR en sujetos con EA fue descrita hace
mas de dos décadas por Hinton et al. '®'. Estudios histolégicos posteriores
confirmaron la degeneracion de la retina interna, mas pronunciada en el
cuadrante S e | del NO 52155 Un andlisis post-mortem detallado sobre las
neuronas de la CCGR en pacientes con EA, confirmé el dafio generalizado de
las CGR en toda la retina y, ademas, mostré que la mayor disminucién de la
densidad neuronal ocurre en los cuadrantes S e |, oscilando entre el 40% vy el
49% en media periferia y alcanzando el 50-59% en la retina inferior periférica
lejana %%, Este mismo grupo estudié la pérdida de CGR que tiene lugar en la
region foveal, y determiné que el sector T es el mas gravemente afectado, con
una disminucién de hasta un 52% de la densidad neuronal cerca de la foveola
157.

Un estudio reciente realizé por primera vez un analisis cuantitativo de las capas
interna y externa de la retina usando tejido postmortem de sujetos con EA
confirmada histolégicamente '8, El analisis se realizd en la retina periférica
cercana y media superior para evaluar los cambios de espesor en relacion con
el NO y con la region central y superior de la macula. Los resultados mostraron
un adelgazamiento significativo para todas las capas retinianas evaluadas
(CFNR, CCGR, CPI, CNE, CNI) con diferentes patrones de adelgazamiento por
capa y por region (supero-nasal o supero-temporal), con respecto al nervio

optico. mostraron tanto en capas internas como externas e informaron sobre un
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gradiente de reduccion del grosor, segun el cual el adelgazamiento fue mayor en

las capas internas seguidas por las capas externas de la retina '°8.

3.3. Placas AP retinianas en modelos animales y pacientes humanos
con enfermedad de Alzheimer

Estudios recientes han identificado depdsitos de AB en la retina humana y en
modelos animales 78159163 Incluso, algunos han determinado que hay
suficientes datos clinicos y preclinicos que respaldan que el depdsito de AB en
la retina se correlaciona con el depdsito de AB cerebral e incluso puede
precederlo 113,159,163—165_

Asi como los primeros estudios histologicos mostraron caracteristicas
inespecificas de degeneracion retiniana 151.153.196.157 "hace mas de una década el
grupo de Koronyo fue el primero en detectar caracteristicas patologicas
especificas de la EA en retinas postmortem en humanos '%°. Identificaron
depdésitos aislados de AB en la retina de sujetos con demencia EA y de casos
sospechosos en estadio temprano '%°.

Previamente, de detectaron depdsitos de AR en diferentes modelos de raton
transgénico con EA en algunas partes del sistema visual, incluida la retina, 159.166-
169, Ademas, algunos estudios correlacionaron estos depositos con la carga de
AR cerebral 159167168 De acuerdo con estos hallazgos, numerosos estudios en
modelos animales transgénicos de EA detectaron depdsitos de AB, AB vascular,
pTau y filamentos helicoidales emparejados de Tau, a menudo asociados a la
degeneracion de las CGR, a la activacion microglial y a alteraciones de la

estructura y funcion de la retina 787159.161,162,165,168,170-184  Egtos estudios
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describieron abundantes depdsitos de AB principalmente en las capas mas
internas de la retina (CCGR y CFNR) 159.161,165,168,171,175,180

Estudios posteriores han corroborado la presencia de AB en la retina humana,
78,80,152,161,162,170,171,185-190  gsi como su localizacién dentro de la misma
78,159,161,190,191 | g distribucion topografica de los depdsitos AR ha sido descrita
por Koronyo histolégicamente y mediante un microscopio oOptico utilizando
curcumina como agente de contraste en modelos animales 781%° y en humanos
167, Los depdsitos de AR en la retina con EA se concentraron con frecuencia en
la periferia media y lejana de los cuadrantes S e | '®', coincidiendo con el patron
detectado in vivo mediante imagenes de curcumina retiniana en pacientes con
demencia 18" y DCL '9'. De acuerdo con esto, un estudio publicado hace dos
afios confirmo que los depdsitos de AR se localizaron de forma preferente en
media periferia respecto al centro de la retina '®°. Ademas, describieron un mayor
depdsito de AR intracelular asociado con menos placas neuriticas cerebrales y
un aumento AR extracelular relacionado con mayor AAC, estrechando aun mas
la relacion entre el SNC vy la retina en la EA 19°,

El estudio concreto de la retina en media periferia, mostré un depdsito de Ap
predominante en las capas internas de la retina (CCGR 152161190 CN| 161 CNE
161 CNI '8). El analisis morfométrico mencionado previamente, reveld un
adelgazamiento de la CFNR mas cercano al nervio optico en la regién supero-
temporal, y un adelgazamiento difuso en la regién nasal "%, concordando con la
distribucion de los depdsitos retinianos de AR en la periferia media y lejana de
los cuadrantes S de las capas internas de la retina 152156159161 | 3 region supero-
nasal resultd ser mas delgada en general en comparacién con supero-temporal

158 probablemente por la afectacion predominantemente de los axones mas
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grandes 152159161 E| analisis cuantitativo de la CCGR y la CPI fue mas severo
hacia la macula en la region supero-temporal del NO, mientras que en la region
supero-nasal el adelgazamiento de ambas capas se extendié uniformemente
hacia la retina periférica '°8. Otras capas internas, la CPI, la CNI y la CNE,
también mostraban adelgazamiento, sin embargo, fue mayor el dafio de la
CCGR y de la CFNR que de la CPI concordando con una mayor concentracion

de AB en la CCGR %2,

Un estudio reciente encontré una acumulacion notable de AR dentro y alrededor
de las CGRm %2, Este subtipo de CGR ha sido descrito como una variante de
los fotorreceptores, y se encargan de regular el ritmo circadiano. El Ap puede ser
responsable su pérdida y podria explicar las campimétricas y circadianas
observadas en los pacientes con EA 192719 Sorprendentemente, la pérdida de
las CGRm se produjo incluso con un recuento de CGR normal, lo que apunta a

una patologia de EA especifica que afecta a las CGRm %2,

En contraposicion, existen estudios que no han demostrado la presencia de

placas AB al examinar la retina postmortem de humanos con EA 189195196

3.4. Depésitos Tau en la retina de modelos animales y pacientes
humanos con enfermedad de Alzheimer

Otro signo caracteristico clave de la neuropatologia de la EA que refleja
fuertemente lesion neuronal son los depdsitos de proteina Tau 197-199,
Existen varios estudios en modelos de ratén transgénico que documentan la

acumulacion de Tau en la retina 169.171,183-185200-202 vy en menor medida, la
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presencia de ovillos neurofibrilares 169.183-185.200201 "F| primer descubrimiento de
Tau en la retina de mamiferos adultos data de 1988. En este estudio inicial, Tau
fue descrita en las células horizontales de la CPE de la retina 2°3. Posteriormente,
estudios en modelos de ratén, describieron patologia Tau en la CCGR 169183y
entre la CCGR y la CNE '%®. Curiosamente, un estudio mostré que los agregados
Tau aparecieron en la CPI y se propagaron a otras capas internas de la retina,
hasta la CFNR, antes que los depodsitos de AB?°'. Otro estudio mostré una
acumulacién de Tau en la retina, en el soma, dendritas y axones de las CGR
respetando el NO antes del inicio de los déficits de comportamiento, y precedio
al depdsito de Tau en el cerebro. Ademas, demostraron que la acumulacion de
Tau conduce a un déficit en el transporte anterégrado a lo largo de los axones
de las CGR 2%4,

El patrén de distribucion fisiolégica de Tau en la retina humana se describié por
primera vez en 1995 295, Segun este informe y estudios posteriores, Tau se
expresa predominantemente en las capas internas de la retina CPI, CNIl y mas
débilmente en la CCGR y la CFNR asi como en los fotorreceptores 205206 En
2012 se publicé un estudio que mostrd la primera evidencia de Tau, reconocido
por anticuerpos especificos, asociada a la EA en retinas post-mortem 85, Los
resultados de este estudio fueron corroborados después por otros grupos 88189
y de acuerdo con el patrén de expresion fisiolégica de Tau, los depdsitos de Tau
fueron descritos principalmente en las capas internas de la retina, en particular
las capas plexiformes, la CNI y la CCGR de pacientes con EA 185189
Posteriormente, un analisis cuantitativo revelé que estas capas sufren una atrofia
patoldgica significativa en la EA en comparacion con los casos de control sin

demencia '%8. Si bien un nimero limitado de estudios no han podido detectar
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histopatolégicamente la acumulacion anormal de Tau en las retinas de los
pacientes 207208

La hiperfosforilaciéon de Tau impulsa la formacién de ovillos neurofibrilares de
Tau, lo que provoca interrupciones en el transporte axonal, asi como estrés
metabdlico y oxidativo, y esta estrechamente relacionada con la muerte neuronal
199, Aunque se han utilizado varias formas de tincion histologica para confirmar
la presencia de ovillos neurofibrilares de Tau en retinas humanas con EA,
muchas no han tenido éxito 185189, Hasta la fecha, solo un estudio que usé tincion
con plata de Gallyas detectd estructuras similares a ovillos neurofibrilares en
retinas post mortem de pacientes con EA "', Esta brecha aparente en los
resultados obtenidos de diferentes grupos posiblemente sea debida a la falta de
procedimientos experimentales estandarizados.

Asi como en modelos de ratén se ha determinado que la hiperfosforilacién
anormal de Tau y/o la formacion de ovillos intracelulares tienen consecuencias
perjudiciales en la retina de forma similar al a las observadas en el cerebro, en
humanos esta posibilidad sigue en estudio. Sin embargo, la co-localizacion en la
retina de Tau hiperfosforilada 18818 y |os lugares de pérdida neuronal 158161188
es indicativo de vulnerabilidad similar a la acumulacion de Tau en la retina.
Ademas, la acumulacién de Tau en la retina y la atrofia retiniana después de una
lesion o debida a otros trastornos neurodegenerativos como el glaucoma 202210,
revelan la vulnerabilidad de este compartimento de tejido neural a las anomalias
estructurales, funcionales y neuropatoldgicas 2'1-213,

En lo que respecta a las imagenes de Tau in vivo en la retina, actualmente no
existen herramientas de imagenes en vivo para detectar especificamente

agregados de Tau en la retina humana.
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En general, solo unos pocos grupos han detectado con éxito la hiperfosforilacion
de Tau en retinas humanas post mortem de pacientes con EA. Por lo tanto, existe
una necesidad urgente de analisis sistematicos y cuantitativos de la acumulacion

de pTau en la retina y su relacién con la enfermedad cerebral.

3.5. Patologia vascular en la enfermedad de Alzheimer

La angiopatia amiloide cerebral (AAC) es una enfermedad cerebrovascular
caracterizada por el depdsito de AB, principalmente AB4o, en las paredes de las
arterias, arteriolas y capilares cerebrales y se encuentra comunmente en el
cerebro de pacientes con EA 47. La AAC es una entidad clinica distinta de la
demencia, pero muchos estudios han demostrado que mas del 85% de los
pacientes con EA tienen AAC de diversa gravedad 2'42'5, El deposito de AB en
la pared vascular desencadena varias vias moleculares patoldgicas inducidas
por la isquemia, como el estrés oxidativo, la inflamaciéon y el aumento de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica dando lugar a complicaciones
hemorragicas 2'6. Ademas, se ha sugerido que la AAC juega un papel importante
en el inicio de la demencia temprana 217218 y su progresion 2.

Koronyo et al. demostro la existencia de depdsitos de AB en los vasos retinianos
de pacientes con DCL y EA, tanto dentro de las paredes de los vasos como
alrededor de forma similar a la AAC °, especialmente en la CCGR 8", Esto ha
sido confirmado recientemente por Shi et al. que demostré la acumulacion de
ABa2 en los pericitos de los vasos retinianos y la pérdida de los mismos 2'°.
Como la microvascularizacién retiniana comparte muchas caracteristicas
morfologicas y fisiologicas con los vasos cerebrales '47:220221  g| hallazgo de AR

vascular podria explicar el adelgazamiento del diametro venoso, el aumento de
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la zona avascular foveal y la reduccién densidad vascular y del flujo sanguineo
en la retina 222229 y el cerebro 23923 de pacientes con EA. Dichos estudios se
han centrado ampliamente en la obtencion de imagenes en vivo de la dinamica
del flujo sanguineo retiniano de pacientes con EA. Sin embargo, existe una falta
significativa de comprension con respecto a los mediadores moleculares y

celulares involucrados en la patologia de la EA vascular retiniana.

3.6. Sintomas oculares en la enfermedad de Alzheimer

Una creciente evidencia indica que los pacientes con EA y DCL exhiben un
amplio espectro de anomalias oculares, alteraciones del ritmo circadiano y
alteraciones visuales '%4. Se ha demostrado que los pacientes con EA temprana
sufren deficiencias en la agudeza visual (AV) 232, sensibilidad al contraste 2%,
percepcion del color 234, campo visual 23 y percepcion del movimiento 236,

La distribucion espacial de AB y Tau, preferentemente localizada en los
cuadrantes periféricos S e | de la retina en la EA 15215916118 junto con la
degeneracion de las CGRm y las CGR y el adelgazamiento de la CFNR en estas
regiones particulares, puede indicar un déficit funcional especifico. Dada la
mayor concentracion de bastones en la retina periférica y su importancia en la
percepcion del movimiento y la profundidad, la sensibilidad de bajo contraste y
la visién periférica, no sorprende que estas funciones visuales puedan verse
afectadas 152,157,226,237,238_

Existe una mayor incidencia de glaucoma en pacientes con EA en comparacion
con los controles 2*°. La disminucion de la sensibilidad al contraste, la alteracion
de la percepcion del movimiento y la profundidad, y las alteraciones

oculomotoras tanto en pacientes con EA como con glaucoma se atribuyen
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parcialmente a una pérdida preferencial de las CGR-M y sus fibras nerviosas
153,240_

Por otro lado, se ha demostrado que la alteracion de la sensibilidad al contraste
en pacientes con MCI se correlaciona significativamente con la carga cerebral
de la patologia amiloide y Tau 24"

La evidencia acumulada de pérdida de la vision y deterioro ocular acompanado
de cambios progresivos en la retina de muchas enfermedades
neurodegenerativas (la EA, el glaucoma, la esclerosis multiple, la enfermedad
de Parkinson y la enfermedad de Huntington) apoya que la afectacion de areas
especificas de la retina estad relacionada con las alteraciones visuales y

funcionales en estas enfermedades 209.240.242-246
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IV. Tomografia de coherencia éptica en la enfermedad de

Alzheimer

La caracteristica organizacién laminar de la retina permite identificar las
neuronas de la retina y sus interconexiones, y en consecuencia, detectar un
posible dafo neurodegenerativo que esté produciendo alteraciones en la retina
150 A diferencia del resto del SNC, la retina se puede visualizar in vivo usando
técnicas oftalmologicas estandar. Este acceso directo, junto con las
caracteristicas comunes al SNC ya mencionadas, ha convertido a la retina en un
potencial biomarcador de la EA, incluso en etapas preclinicas. Ademas, ha
habido grandes mejoras en las técnicas de imagenes oftalmoldgicas en términos
de resolucion y accesibilidad durante la ultima década. La aplicacién de nuevas
técnicas de imagen retiniana de alta resolucién, como la tomografia de
coherencia optica (OCT, del inglés “Optical Coherence Tomography”) han
permitido a los investigadores explorar la patologia de la retina relacionada con

la EA como una extension del SNC.

La OCT es una técnica de diagnostico por imagen que permite de forma no
invasiva obtener imagenes in vivo de tejidos bioldgicos accesibles dpticamente.
Este sistema se ha establecido como una modalidad de imagen estandar para
exploraciones oftalmoldgicas tanto de segmento posterior como anterior.
Durante las tres ultimas décadas, la tecnologia OCT ha evolucionado hasta

convertirse en una herramienta esencial en la practica clinica oftalmolégica (Fig.

9) 247,248

43



Introduccion

' ' .' * 3 .: ‘ '
AR \\-T\\-:-; st j;a\-&&*i”:‘i

CNE

\'1\\

“\\%\\\\\\\ \ t \\ Q\\\ \\“\\\‘ N

MLE
FR

EPR

Coroides

Figura 9. Representacion de las capas de la retina en un corte de tomografia
coherencia éptica y su correspondiente corte histolégico.

Abreviaciones: CCGR, capa de células ganglionares de la retina; CFNR, capa fibras
nerviosas de la retina; CNE, capa nuclear externa; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa
plexiforme externa; CPI, capa plexiforme interna; EPR, epitelio pigmentario de la retina; FR,
fotorreceptores; MLE, membrana limitante externa.

4.1. Historia de la tomografia de coherencia éptica

La tecnologia OCT se basa en el principio 6ptico de interferometria de baja
coherencia que usa la reflexion de la luz infrarroja para obtener imagenes
tomograficas de alta resolucion (escala micrométrica) 24°250. La idea original de
la OCT surge gracias a investigaciones en interferometria desarrolladas en el
siglo XIX por un fisico de origen judio, Albert Michelson (premio Nobel de fisica
en 1907). En 1987 el profesor Adolf Wrexler en Viena propuso la medicién de la
distancia anteroposterior del globo ocular mediante la interferometria 2°'. Fue en
1991 cuando se publicod en la revista Science el primer articulo sobre la OCT
firmado por un grupo de investigacién encabezado por Huang y Puliafito, con la
colaboracion de un equipo de fisicos y matematicos liderados por Fujimoto,

marcando el punto de partida de la incesante evolucion de esta técnica
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diagnostica a nivel oftalmoldgico 2°2. Su uso en la practica clinica tuvo lugar en
1996 con su introduccion al mercado comercial. En la siguiente década, se

desarrollaron protocolos de andlisis de glaucoma y retina 253-257,

4.2. Principios fisicos de la tomografia de coherencia éptica

La base del funcionamiento de los sistemas de OCT es la evaluacion de la
dispersion y latencia sufridas por un haz de luz, con una longitud de onda
conocida, al atravesar un tejido. Mediante el uso de instrumentos 6pticos, como
el interferémetro de Michelson, se pueden medir la magnitud y el tiempo de
retraso de un haz de luz con resolucion de décimas de micra, midiendo la
coherencia de ese haz respecto a otro haz de luz paralelo de caracteristicas
conocidas.

Toda OCT consta de una fuente optica y un interferometro de Michelson 249258,
La fuente de luz emite una onda con longitud conocida hacia el interferémetro,
que lo divide en dos haces siendo uno emitido hacia el espejo de referencia y el
otro hacia el tejido estudio. Este segundo haz sufre modificaciones puesto que
atraviesa las distintas estructuras oculares con propiedades 6pticas distintas,
donde la luz es retrasada y dispersada 2*°. Posteriormente se compara la luz
reflejada desde la retina con la luz reflejada por el espejo de referencia y, cuando
ambos reflejos coinciden en el tiempo, se produce el fenomeno de interferencia,
que es captado y procesado por el detector 259260,

Las variaciones que se producen en la onda segun penetra en la profundidad del
0jo, dan un registro axial (A-scan). El desplazamiento de este registro sobre una
recta da lugar a un registro transversal (B-scan), que permite el estudio en

profundidad de un punto seleccionado 267.
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Existen distintos sistemas de OCT, los sistemas de dominio tiempo (TD-OCT,
del inglés “time domain”) precisan del movimiento del espejo de referencia para
obtener la informacion de la profundidad de la imagen 2%32%°. Es un proceso
mecanico, relativamente lento (400 scan/segundo), que limita la cantidad de
datos que pueden ser capturados asi como la calidad de la imagen (3,5um de
resolucion) 32. Posteriormente se desarrollaron las técnicas de dominio Fourier
que reemplazan el escaneo mecanico por una matriz de detectores lineales en
la OCT de dominio espectral (SD-OCT, del inglés “spectral domain”) basada en
la espectometria o por la sintonizacion de la frecuencia de la fuente de laser en
la OCT swept source (SS-OCT).

La resolucion final de la imagen depende del ancho de banda utilizado. El
sistema SD-OCT es el mas ampliamente utilizado en la actualidad, detecta haces
de luz con longitudes de onda préximas a 850nm y consiguen resoluciones entre
4y 10um de la retina. El sistema SS-OCT usa laser femtosegundo como fuente
de luz obteniendo fuentes de onda de espectro estrecho (alrededor de 1050nm)
con resolucién inferior a 4um.

La velocidad de adquisicion de la OCT determina la cantidad de datos
disponibles. La tecnologia basada en la transformacion de Fourier proporciona
una resolucion de imagen mas alta y tiempos de exploracién mas cortos debido
a la medicion simultanea de los ecos de luz, aumentando significativamente la
cantidad de datos adquiridos en cada sesion de escaneo y permitiendo el analisis
volumétrico y la visualizacion de imagenes tridimensionales 262264, Esta
tecnologia ha incrementado la velocidad de adquisicién de 25000 a 75000 A-
scan por segundo en los sistemas comerciales disponibles 265266 y mas de 20.8

millones de A-scan por segundo en aparatos en fase de investigacion 267, Estos
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avances del software de la técnica SD-OCT han permitido la medicion y la

segmentacion automatica de las diferentes capas de la retina (Fig. 10).

Figura 10. Segmentacion automatica de las capas retinianas obtenidas mediante

tomografia de coherencia 6ptica de dominio espectral (Spectralis).

Abreviaciones: CCGR, capa de células ganglionares de la retina; CFNR, capa fibras
nerviosas de la retina; CNE, capa nuclear externa; CNI, capa nuclear interna; CPE, capa
plexiforme externa; CPI, capa plexiforme interna; EPR, epitelio pigmentario de la retina; FR,
fotorreceptores; MLE, membrana limitante externa; MLI, membrana limitante interna.

Hasta hace poco, el analisis de la coroides se ha visto dificultado debido al uso
de longitudes de onda entre 800 y 870nm. Estas sufren una dispersion notable
al atravesar la retina y el EPR, dificultando el analisis de capas mas profundas.
En 2008 se incorporo la OCT con imagen de profundidad mejorada, utilizando la
tecnologia OCT de dominio espectral (EDI SD-OCT, del inglés “enhanced depth
imaging”) ya existente '3, Este sistema desplaza la linea zero (banda de maxima

resolucién) hacia la interfase coroideo-escleral mejorando la sensibilidad en la

obtencion de imagenes de la coroides.
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4.3. Aplicaciéon de la tomografia de coherencia optica en la
enfermedad de Alzheimer

Es alentador que la retina se pueda visualizar mediante técnicas de imagenes in
vivo, y la mayoria de ellas son no invasivas y de bajo coste, como la tomografia
de coherencia dptica (OCT) 139,

Como se describe a continuacion (tabla 3), los parametros principales estudiados
en la ultima década mediante OCT han sido la capa de fibras nerviosas de la
retina (CFNR), la capa de células ganglionares de la retina (CCGR), el grosor de
la retina (GR), el volumen y grosor macular (VM, GM), y el grosor coroideo (GC).
Otros parametros mencionados son las capas externas de la retina y la lamina

cribosa (LC).

Capa de fibras nerviosas de la retina

Existen muchos estudios que han informado sobre cambios en la CFNR
peripapilar en pacientes con EA 152,160,222,226,227,237,238,268-326 | 3 mayor parte de
los estudios que analizaron el grosor de la CFNR en pacientes con EA versus
CS indicaron que los primeros tenian un grosor significativamente reducido
segln el analisis de OCT 152160,226,237,238,268-278,280,282-286,288-290,292,293,295,296, 208~
302,304,309,314,316,319,320,325,326 * Algunos de estos estudios detectaron no solo una
disminucion generalizada de la CFNR, sino el adelgazamiento de uno o mas
sectores concretos 152.160,226,237,238,273,275,277,278,280,288,290,293,295,296,298,301,304,316,324
Existe cierta variabilidad entre los estudios con respecto a la identificacion de la
ubicacion especifica donde ocurre el adelgazamiento de la CFNR. Los sectores

afectados de forma predominante fueron el sector S

152,226,237,273,275,277,288,290,293,296,298,309’ el sector | 160,237,238,275,290,293,296,316 y en
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algunos casos, el sector T 275295304 Un meta-analisis reciente informé que la
reduccion mas significativa tiene lugar en el cuadrante S en los pacientes con
EA versus CS '3°, mientras que otro en meta-analisis encontraron disminucién
de la CFNR en los cuadrantes S e | en comparacién con los cuadrantes Ny T en

pacientes con EA 327,

Por otro lado, varios estudios se centraron en concreto en el analisis de la CFNR
en pacientes con DCL 160,227,238,270,278,282,286,288—
291,204,205,301,302,306,308,309,311,312,314,317,318325 ' glgunos revelaron reduccién del
grosor de la misma 160,238,270,278,282,286,289,290,295,301,302,311,325_ Los resultados por
sectores han sido menos consistentes en este grupo. Kesler et al. encontraron
una disminucion de grosor significativa en la CFNR en los grupos con EAy DCL
en comparacion con los CS en el cuadrante |, sin diferencias significativas entre
EA y DCL 238, Liu et al. demostraron que el grosor de la CFNR en el cuadrante
S disminuye de manera gradual desde el DCL hasta la EA en comparacion con
los controles 2°°. Choi et al. demostraron una reduccion del grosor temporal de
la CFNR en los pacientes con DCL que evolucionaron a demencia en
comparacion con los pacientes con DCL estable 2°°. Gao et al. demostraron
diferencias significativas entre EA y DLC en el sector | de la CFNR, asi como

adelgazamiento significativo en el sector T en DCL vs CS 2%°.

Varios estudios evaluaron la CFNR en sujetos preclinicos Ap+

222,297,299,300,303,310,313,323,324.326 naro (Inicamente Asanad et al. describido una

reduccion de grosor significativa de la CFNR en sujetos AR+ 326 y Santos et al.
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informdé sobre una reduccién del volumen de la CFNR a nivel macular en AR+
310_

Varios estudios han demostrado evidencia de adelgazamiento de la CFNR a
nivel macular, centrado sobre la fovea, en la EA 274.283287,292,293,328 y, DCL 31| gsi
como un meta-analisis reciente tanto en DCL como en EA versus CS 32°. Dado
que la regidon macular contiene mas del 50% del total de las CGR, se ha
planteado la hipotesis de que es una zona mas sensible a los procesos
neurodegenerativos que la regién peripapilar de la CFNR, lo que la convertiria
en un objetivo ideal para la deteccion temprana de cambios relacionados con la
EA 148,310,330_

En general, la variabilidad de estos hallazgos sobre todo en fases tempranas,
sugiere que los cambios de la CFNR requieren una mayor aclaracién a lo largo

del curso de la enfermedad.

Capa de células ganglionares de la retina

Los avances en la tecnologia OCT, especialmente la llegada de la OCT de
dominio de Fourier, aumentaron la velocidad de adquisicion y la resolucién de
las imagenes retinianas, haciendo posible no solo el analisis del espesor
completo de la retina o la macula, sino también el andlisis segmentario
cuantitativo y preciso de las diferentes capas de la retina 33,

Numerosos estudios, histolégicos y por OCT, revelaron una preferencia de dafo
de las capas internas de la retina '5%.157.161.311.332  Primero fue accesible el
complejo de células ganglionares (cCGR), formado por la combinacion del grosor
de la CFNR, la CPl y la CCGR 274; después, los programas de segmentacion

permitieron el analisis de la CG+CPI, combinacion de la CCGR y la CPI 288; y por
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ultimo, fue posible el estudio de cada capa de forma independiente, aportando
informacion mas fiable 292,

Inicialmente, varios grupos estudiaron el cCGR y todos ellos mostraron una
reducciodn significativa del mismo 274283.293.311.328 " F| gnalisis de la CG+CPI fue
mas controvertido, algunos grupos mostraron una adelgazamiento generalizado
288,293,302,314,333.334 * ofros por sectores 295309311317 v otros no mostraron
resultados significativos 291.294.308:312317.335 ' F| estudio especifico de la CCGR
reveld una reduccion significativa en todos los casos 292:299,300,303,312.316 excepto
en dos 27323 Un meta-analisis reciente reveld que los pacientes con EA en
comparacién con los controles mostraron un grosor promedio de GC-IPL
significativamente mas delgado en la mayoria de los sectores de la macula,

excepto en el sector ST, asi como una reduccion significativa del cCGR '3°.

Ultimamente, se ha estudiado la afectacién de las capas internas de la retina en
sujetos con DCL por EA. Los autores Cheung, Choi y Shao demostraron una
reduccion de la CG+CPIl en DCL versus CS por sectores (Cheung: sectores SN,
l, IT; Choi: sectores |, IN, IT; Shao: sectores S, NS, TS) 288295309 | jy et al. y Jiang
et al. informaron sobre un adelgazamiento generalizado de la CG+CP| 333334 y
Lad et al. mostré areas de adelgazamiento y engrosamiento contiguas de la
CG+CPl en DCL 208,

En concreto Cheung et al., informé del dano de la CG+CPI tanto en DCL como
en EA versus CS, asi como del dafio de la CFNR unicamente en EA, sugiriendo
que los cambios neurodegenerativos de la CG+CPI puedes ser detectables en
estadios mas tempranos de la enfermedad 28. Ademas, este grupo concreté que

los parametros mas especifico y sensible para discriminar entre EA y CS fue que

51



Introduccion

el sector | de la CG+CPl y para discriminar entre DCL y CS fue el sector IT 2,
Varios grupos no mostraron ningun resultado significativo en el grosor de la
CG+CPIl en DCL versus CS 2°1,294,302,314

El grupo de Almeida fue el unico en mostrar adelgazamiento de tanto el cCGR
(sectores I, NI) como la CG+CPI (sectores TS, Tl) en sujetos con DCL versus CS
311y el grupo de Querques el Unico en analizar la CCGR en DCL y no obtuvieron

resultados significativos 312,

Los estudios preclinicos no revelaron reduccion de la CCGR 222:310.323,336 nj de |a
CG+CPI 3% en sujetos AB+. Santos et al. informé ademas de que tampoco hubo
cambios significativos en la CPI ni en la CNE, pero si una reduccion significativa
en la CNI y CPE 3'° mientras que Snyder et al. revel6 un engrosamiento de la
CPI1 %7,

Curiosamente, un estudio preclinico asocié la reduccion del grosor de la CCGR,
y la CFNR y la CNI con un menor volumen de materia gris, materia blanca y
volumen de hipocampo ?®y otro estudio preclinico asocid la reduccion del grosor

de la CCGR y el VM a menor volumen del I6bulo temporal medial 3.

La mayoria de los dispositivos de SD-OCT disponibles comercialmente son
capaces de segmentar y cuantificar automaticamente las capas internas de la
retina (CFNR, CCGR, CPI), las cuales se afectan de manera preferente en
pacientes con EA y DCL 159.161,165,168,171,175,180 | 3 CG+CPIl y la CCGR parecen
tener un mejor rendimiento como biomarcador diagnéstico en comparacion con
la medicién aislada de CFNR macular . El rendimiento diagndstico

relativamente deficiente de la CFNR macular en pacientes con DCL y EA podria
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atribuirse a la delgadez de la misma y su susceptibilidad a cambios relacionados
con la interfaz vitreorretiniana, que pueden causar dificultad en la segmentacién

y medicion de esta capa 32°.

Capas externas de la retina

Uchida et al. demostraron especificamente que el grosor de las capas externas
de la retina no se asocid con la EA ni DCL u otras formas de demencia 332. Otros
grupos tampoco mostraron una reduccion significativa de la CNE, CPE 297:310,

Dos estudios revelaron una reduccion de la CPE, en EA versus CS y en estadios

preclinicos 319316 y otros dos aumento de la CNE en EA versus CS 309316,

Grosor retina, grosor macular y volumen macular

Varios estudios incluyeron el grosor y el volumen macular y el grosor de la retina
en sus andlisis de OCT en pacientes con EA 269.272274276.279-
283,287,289,291,293,295,298,300,301,304,305,307,308,311,314,316,31 7,325,328,337—339, DCL
282,289,291,301,308,311,314,316,325,339 y sujetos en estadios precll'nicos 222,324,326_ La
mayoria de estos estudios mostraron una reduccion del GM, mientras que tres
de ellos mostraron aumento del GM 282:305.324 Un metananalisis reciente informé

de que el mayor adelgazamiento del GM se produce en el sector | 13

Dos estudios mostraron evidencia de cambios dinamicos potenciales que
ocurren dentro de la macula 398316, Salobrar-Garcia et al. encontraron que las
capas maculares eran mas delgadas en los pacientes con EA leve y mas gruesa
en aquellos con EA moderada en comparacion con los CS 3'¢, De manera similar,

aunque Lad et al. no hallaron diferencias significativas en el GM entre enfermos
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y CS, describieron muchas areas de engrosamiento o adelgazamiento
significativo contiguas dentro de la macula en pacientes con EA y lanzaron la
hipbtesis de que estos cambios de grosor pueden reflejar cambios dinamicos

que ocurren a lo largo del espectro de neurodegeneracion 308,

Los estudios en estadios preclinicos mostraron resultados contradictorios. Por
un lado, Asanad no mostro resultados significativos, mientras que Marquié et at
describidé un engrosamiento del GM relacionado con la conversion de sujetos AB-
a AB+ definido por 8F-FBB PET y O’Bryhim mostré una reduccion del grosor

foveal en sujetos AR+ 222,

Grosor coroideo

Varios estudios evaluaron el GC y mostraron adelgazamiento del mismo en
pacientes con demencia 279:328.340.341 y en pacientes con DCL 33° comparado con
CS mediante SD-OCT.

Por el contrario, un estudio publicado recientemente no encontré diferencias
significativas en el GC subfoveal entre individuos con EA, DCL y CS después de
ajustar por edad, sexo y AV 342, Pero si refirié diferencias entre grupos en el area
coroidea total, el area luminal y la densidad vascular de la coroides.

Un metaanalisis recuente mostré adelgazamiento significativo en la region

subfoveal (a 1.5mm N, | y S de la fovea) 3.

Lamina Cribosa

Solo existe un estudio sobre el grosor de la lamina cribosa (GLC) en pacientes

con EA versus CS, en el que miden el GLC en tres localizaciones. No mostraron
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diferencias significativas entre grupos, pero si encontraron una asociacion

significativa entre la reduccion del GLC y el aumento tTau en LCR 343,

Angiografia OCT (OCTA)

Los avances mas recientes permiten que los sistemas OCT realicen un
angiograma retiniano a través de una técnica no invasiva conocida como OCTA,
que puede proporcionar informaciéon volumétrica sobre la microcirculacion
coroidea y retiniana. Es conocido que los factores vasculares contribuyen a la
neurodegeneracion cerebral en la EA 3. En base a las similitudes y la
continuidad de la vascularizacidn cerebral y retiniana, la OCTA ofrece una forma
de detectar cambios microvasculares en la EA a través del flujo sanguineo

retiniano y coroideo 222,312,317—319,321,345—347_

Limitaciones de los estudios previos

Durante la ultima década, ha habido numerosas publicaciones que informan
sobre el adelgazamiento de la CCGR y la CFNR mediante OCT en asociacién
con la EA recopiladas en varios meta-analisis '39-327.329 y revisiones bibliograficas
348-350  Sin embargo, la caracterizacion y progresion de cualquiera de estos
cambios estructurales en la retina, particularmente durante las primeras etapas
de la enfermedad, sigue sin estar clara en parte debido a la casi ausencia de
estudios longitudinales, asi como a la variabilidad en los equipo de OCT, los
métodos de analisis y en la forma en que se definen los grupos de estudio (tanto
en términos de rango de edad, estadio de la enfermedad y criterios de
diagndstico para DCL / EA), a menudo en ausencia de biomarcadores (por

ejemplo, PET-AB) que confirmen la estatificacion de la enfermedad. La mayoria
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de los estudios se han centrado principalmente en comparaciones transversales
de participantes con una carga de enfermedad considerable versus adultos
mayores sanos, habiendo una escasez de estudios observacionales
longitudinales publicados. El examen de la fisiopatologia de la retina en la etapa
preclinica, antes de que surjan los sintomas clinicos, es cientificamente valioso

para el desarrollo de un test de screening poblacional.

Asi, las limitaciones que encontramos en los estudios realizados hasta la fecha
son:

- En primer lugar, muchos estudios no utilizaron biomarcadores de LCR o de
neuroimagen para diagnosticar a los pacientes, basandose unicamente en
criterios clinicos y test neuropsicologicos 4. Esta forma de seleccionar y clasificar

a los sujetos reclutados puede llevar a una mala categorizacion y disefio

incorrecto del estudio 152,160,226,227,237,238,269-272,274—-276,278-281,283—

287,290,292,294,298,302,304-306,311,314,316,317,321,325,328,334,337,339-342,345

-En segundo lugar, una de las limitaciones mas evidentes es el tamafio limitado
de la muestra en la mayoria de los estudios realizados. El tamafio de la muestra
promedio para cada uno de los grupos de diagndstico fue pequefio con un rango
amplio, reduciéndose el poder estadistico y favoreciendo la aparicién de falsos
negativos y positivos.

-En tercer lugar, se han utilizado distintos tipos de OCT para los estudios, por lo
que es dificil comparar unos estudios con otros.

-Por dltimo, pocos estudios se han realizado en pacientes con DCL
categorizados con biomarcadores de EA, como LCR 308312322 PET 308,312 g RMN

282,288,289,291,295,301,308,309,312,318,332,333  En menor medida se han llevado a cabo
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estudios en sujetos en estadio preclinico, pero todos ellos han usado
biomarcadores o bien de LCR 222,335 PET 222,297,310,313,323,324 o RMN 299,300,324 a

excepcion de uno 37,

En resumen, esta revision sistematica y previos meta-analisis 392933%1 indican
que la OCT como biomarcador de EA es un candidato prometedor para el
diagndstico, prondstico y evaluacion de la enfermedad. La evidencia de algunos
marcadores retinianos es relativamente convincente (CCGR y CFNR), pero los
resultados de otros marcadores oculares aun son limitados, especialmente por
la falta de evidencia de la precision de las pruebas de diagndstico y los estudios
longitudinales, asi como la falta de estudios en sujetos preclinicos. Por tanto, los

marcadores retinianos aun no se han podido incorporar a la practica clinica.
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4.4. Asociaciéon de la tomografia de coherencia éptica con los cambios
cognitivos de la enfermedad de Alzheimer

La relacién de la OCT con los criterios de valoracion cognitivos es fundamental para
el desarrollo de nuevos biomarcadores que evaluen el control y la progresion de la
enfermedad. Hasta ahora, la literatura existente sobre los cambios estructurales
asociados con la EA en la retina ha utilizado principalmente el test cognitivo mini
mental (MMSE, del inglés “Mini Mental State Examination”) para caracterizar la funcion
cognitiva en DCL, EA y CS (tabla 3). Este nivel de evaluacion cognitiva proporciona
informacion minima sobre el deterioro cognitivo sobre todo en las primeras etapas de
la enfermedad.

Varios estudios mostraron correlacion entre la reduccion del grosor de distintos
parametros de la OCT y un peor rendimiento en el MMSE: entre la CFNR y el MMSE
271,286,292311 " entre el grosor de la CCGR y el MMSE 292293302314 " gntre el GM vy el
MMSE 269.311.314,316,328 y entre el GC y el MMSE 33%; mientras que otros no obtuvieron
resultados significativos 238.284.310,

El grupo de Choi realizé un estudio con evaluaciones neuropsicolégicas completas de
memoria y lenguaje, asi como mediciones de OCT de la CFNR y la CG+CPI 2%,
Informaron de varios hallazgos interesantes como que una peor calificacién clinica de
demencia (CDR) y peores puntuaciones de memoria fueron predictivas de una
reduccion del grosor de la CG+CPI. Ademas, observaron una reduccion significativa
del grosor T de la CFNR y del grosor T e | de la CG+CPI en pacientes con DCL que
progresaron a demencia en comparacion con aquellos que permanecieron estables
2% Debido a estos hallazgos, sugirieron que los cambios estructurales de la retina

pueden corresponder a cambios en el funcionamiento y la memoria que ocurren en la
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EA, aportando evidencia de la utilidad de los biomarcadores retinianos en la
estadificacion de la progresion de la enfermedad 295329,

Un estudio publicado recientemente en una muestra de sujetos mayores con riesgo
alto de EA, muestra una asociacion positiva entre el deterioro subjetivo de la memoria,
la ansiedad y el volumen de la CFNR a los 27 meses 3%’. Sin embargo, es necesaria
la investigacion adicional para evaluar la utilidad de las quejas subjetivas de la
memoria para predecir los cambios en los biomarcadores de la retina y como estos
cambios se correlacionan con los cambios en los biomarcadores cerebrales en la
misma poblacion. En definitiva, se necesita mas investigacién para examinar las

asociaciones entre los cambios estructurales en la retina y los test cognitivos.

4.5. Asociaciéon de la tomografia de coherencia o6ptica con otros
biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer

Con el objetivo de evaluar la sensibilidad y especificidad de la OCT como biomarcador,
un numero limitado de estudios ha comparado los parametros de la OCT,
fundamentalmente la CFNR, el GM y las capas internas de la retina, con los
biomarcadores validados de la EA 297.299,300,303,307,310,312,315,323,324,326,333,338,356,358-360 | g
mayoria son estudios recientes, desarrollados en la fase preclinica de la EA, y en
todos ellos se usaron biomarcadores para categorizar a los pacientes en el continuo

de Alzheimer, o en sujetos sanos.

OCT versus PET-AB

Entre los estudios que compararon el dafio en la OCT con la acumulacion de Ap

cortical definida por PET-AR 297.303310.323324 " tres encontraron una correlacion
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significativa 297310324 Mostraron que un mayor acUmulo de AR cortical esta
relacionado con cambios patolégicos en la OCT, generalmente un adelgazamiento del

GM324 o de la CFNR 3% aunque un caso mostré engrosamiento de la CP| 297,310,324,

OCT versus ABy Tau en LCR

Dos estudios han encontrado una correlacion entre la CFNR y la CCGR con ARy Tau
en LCR. Uno de los estudios mostré correlacion entre el indice AB42/Tau y la reduccion
del grosor de la CFNR, y el analisis de las proteinas por separado revel6 que el grosor
de la CFNR se asocido mas a los niveles de tTau en LCR que a los de AR 3%. El
segundo estudio mostrd una correlacidén positiva entre la dilatacion arterial retiniana,
el GM y el grosor de la CCGR y la CPl y los niveles de AB en LCR, y una correlacion
inversa del grosor de la CCGR y la CPI con los niveles de pTau en LCR3'2, Otros

estudios no encontraron una relacion significativa entre OCT y biomarcadores de LCR

307,315,338

OCT versus biomarcadores de neurodeqgeneracion

La mayor parte de los estudios compararon los parametros de OCT con la RMN dada
su mayor accesibilidad 299:300,307,315,333,356,358-360 Exjste variabilidad de resultados, pero
todos encontraron alguna relacion con la OCT. Concretamente varios estudios
asociaron el volumen del LTM o del hipocampo con una la reduccién del grosor de la

CCGR 299,300 y de la CFNR 299,300,359,360
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4.6. Otras modalidades de imagen retiniana

Ademas de la OCT y la OCTA, se han desarrollado distintas modalidades de imagen
para estudiar la retina en la EA.

Varios estudios de imagen hiperespectral mostraron diferencias significativas en los
espectros de reflectancia retiniana en DCL con alta carga de A cerebral, confirmados
por PET, en comparacion con controles de la misma edad 3'336' Un estudio
transversal compardé el depdsito de AR cortical definido por '"®F-FBP PET con medidas
de OCT en adultos cognitivamente sanos, y estudio el area afectada por cuerpos de
inclusion en la retina que podrian contener AB mediante autofluorescencia Peak-Blue.
Observaron un engrosamiento de la CPI en AR+ frente a AB- y una correlacion positiva
entre el area retiniana afectada y la carga de A cortical, sugiriéndose la posibilidad
de que este aumento del volumen de CPI pueda reflejar procesos inflamatorios
tempranos asociados a la acumulaciéon simultanea AR en la retina interna 2°7-32°,
Dado que el AB depende de una longitud de onda concreta, se ha conseguido
detectarlo in vivo mediante un microscopio 6ptico utilizando curcumina como agente
de contraste en modelos de raton 781%° y en humanos'®'-1°1. Estos estudios informaron
de que la carga de amiloide retiniano fue mucho mayor tanto EA como en DCL'"
respecto a controles sanos'®’. El estudio mas reciente, demostré ademas que la carga
de AB retiniana estaba inversamente correlacionada con el volumen del hipocampo'.
Otro estudio que utilizé imagenes de fluorescencia de curcumina para resaltar los
agregados de AR en la retina, informé que el AB retiniano estaba altamente
correlacionado con la carga de placas de AR cerebral de la PET 362,

Kayabasi et al. detectaron depédsitos anormales de AB en sujetos con DCL mediante

imagenes de autofluorescencia de fondo de ojo 363
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La necesidad urgente de nuevos biomarcadores diagndsticos para la EAy el creciente
interés en la fisiopatologia ocular de dicha enfermedad, nos condujo a desarrollar un
plan de estudio para investigar mediante la OCT los posibles cambios oculares que
tienen lugar en el continuo de la EA. El desarrollo de la OCT en las ultimas décadas
ha supuesto un importante avance de las técnicas exploratorias oculares, posibilitando

el estudio in vivo de la retina, el NO y la coroides.

El objetivo general del proyecto fue investigar y aportar evidencias cientificas sobre el
valor de la OCT como biomarcador en las distintas fases de la EA, y para ello

desarrollamos tres estudios.

En el primer trabajo investigamos los posibles cambios en la retina y en el NO
mediante SD-OCT en fases avanzadas de la EA asi como en fase de DCL. Los
distintos grupos fueron bien categorizados por biomarcadores de EA validados.
Muchos estudios bibliograficos sostienen que la retina y el NO sufren cambios
degenerativos durante el continuo de la EA. Sin embargo, estos estudios tienen la
mayoria un tamafio muestral pequefio, son de disefo transversal, no utilizan
biomarcadores validados para definir su estudio %4 y , frecuentemente, muestran
resultados controvertidos. En la actualidad, no se ha podido describir con certeza qué
capas de la retina o qué sectores del NO se afectan inicialmente en la EA. Por este
motivo, no se ha descrito aun ningun parametro de OCT como biomarcador definitivo
y tampoco se ha definido el patron de progresion del dafio ocular en dicha
enfermedad. Ademas, la mayor parte de estas investigaciones se han desarrollado en

estadios de DCL y demencia, y existe falta de informacion en la EA preclinica.
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Con la intencién de clarificar estas controversias, desarrollamos un estudio en sujetos
bien categorizados mediante criterios clinicos, test neuropsicolégicos y PET-AR 364,
Se evaluaron las variaciones anatémicas del NO y la retina en pacientes AR positivo
definidos por '""C-PiB PET/TC, en fase de DCL y demencia por EA, respecto a CS

emparejados por edad y sexo.

El objetivo de este estudio fue una mejor comprension del dafio que la EA provoca a
nivel de la retina y el NO y la progresion del mismo, asi como determinar los mejores

biomarcadores de OCT para la EA.

Una vez evaluados los posibles cambios degenerativos de la retina, decidimos
analizar el dafio que se produce en la coroides debidos a los cambios vasculares
propios de la EA. Existen menos estudios sobre los cambios del GC en la EA. La
metodologia para medir el GC de forma manual ha sido muy variable entre diferentes
estudios, y por tanto no son comparables. A pesar de ello, los resultados mostrados
en estos estudios previos fueron concordantes en cuanto a la disminucion del GC en

los sujetos con EA.

Desarrollamos el segundo trabajo en la misma cohorte de pacientes con DCL y
demencia por EA definida por "'C-PiB PET/TC y sus controles sanos, y evaluamos los

cambios en el GC y su utilidad como biomarcador de enfermedad.

El tercer trabajo se centr6 en la etapa preclinica de la EA. Dado que la afectacion

neuropatolégica de la enfermedad comienza y se prolonga durante un periodo de
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tiempo largo antes del desarrollo de la clinica de demencia, investigamos si alguno de
los hallazgos de OCT previamente descritos en la muestra de pacientes con DCL y
demencia, aparecia en la fase inicial de la EA. Este estudio se realizé en la Cohorte
Valdecilla, una muestra de voluntarios cognitivamente sanos procedentes de la
comunidad de Cantabria. Se estudio si existen cambios oculares medidos por OCT en
personas con patologia AB cerebral o bien con una enfermedad de Alzheimer definida

biolégicamente, pudiendo asi ser considerados biomarcadores precoces.
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Primer estudio:

Cambios en la retina y en el nervio
optico medidos por tomografia de
coherencia optica en sujetos con

deterioro cognitivo leve y demencia

por enfermedad de Alzheimer
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1. Hipobtesis

“Los sujetos AR+ con deterioro cognitivo leve presentan cambios precoces en la retina
de manera similar a los pacientes AR+ en fase de demencia tipo Alzheimer, tales como
adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas de la retina y de la capa de células

ganglionares de la retina”.

2. Objetivos

2.1. El objetivo principal de este estudio fue evaluar las variaciones anatémicas del
nervio optico y la retina de pacientes con deterioro cognitivo leve y demencia tipo
Alzheimer con AR+ definido por ""C-PiB PET/TC versus controles cognitivamente
sanos emparejados por edad y sexo mediante SD-OCT.

2.2. El objetivo secundario de este analisis fue conseguir una mejor comprension del
dafio que la EA provoca en el ojo y determinar posibles biomarcadores oculares para

la EA con el objetivo futuro de desarrollar nuevos protocolos de screening.

3. Material y métodos

3.1. Poblacion de estudio

Se realizé un estudio transversal en pacientes caucasicos con EA continuum,
incluyendo pacientes en fase de DCL y en fase de demencia por EA. De forma
ambulatoria fueron reclutados consecutivamente por el departamento de Neurologia
del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en Santander, entre mayo de 2016 y

junio de 2018.
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El diagnéstico fue establecido de acuerdo a los criterios diagnosticos de consenso
para probable DCL por EA o demencia por EA con evidencia de proceso
fisiopatoldgico, definido por un PET amiloide positivo, siguiendo las recomendaciones

del NIA-AA 83,

Los diagnésticos finales fueron consensuados en reuniones multidisciplinares en las
que participaban cuatro neurdlogos (SLG, PSJ, ERR y CL) y dos neuropsicologas (AP,
MGM) para excluir otras etiologias neurolégicas o psiquiatricas. Con el fin de
minimizar errores diagnosticos o heterogeneidad debida a co-patologia, solo se
incluyeron aquellos casos con una completa concordancia entre los diagndsticos

clinicos y los resultados del PET/TC.

Se seleccionaron 63 pacientes con EA continuum AB+ a los que contactar por teléfono
para darles cita en el Servicio de Oftalmologia de HUMV. No se consiguid contactar
con 9 pacientes, 3 declinaron participar, 3 habian fallecido y 4 no se presentaron a la
consulta. Finalmente, se realizé el estudio oftalmolédgico a 44 pacientes. De estos 44,
10 de ellos fueron excluidos, 2 por baja AV o errores refractivos superiores a los
descritos en los criterios de exclusion, 4 por degeneracion macular asociada a la edad,
y 2 por glaucoma o sospecha de glaucoma o PIO >20mmHg. Se incluyeron un total
de 34 pacientes en el estudio, 28 en fase de DCL y 6 en fase de demencia y un total
de 63 ojos, 51 ojos en pacientes en fase de DCL y 12 ojos en pacientes con fase de
demencia.

La muestra de controles cognitivamente sanos estaba compuesta por participantes
voluntarios, sin quejas cognitivas, reclutados entre los pacientes que asistian a la

consulta del Servicio de Oftalmologia por motivos de sequedad ocular. La evaluacion
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basal consistid en una exploracién neuropsicologica pormenorizada. Se incluyeron 63
ojos de 32 CS, emparejaron por edad y género.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica
de Cantabria (IDIVAL) con cédigo interno 2017.146 y se realizé de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki.

Se solicitd el permiso de todos los participantes para ser incluidos en el estudio
mediante un consentimiento informado escrito en el que se explicaban las
exploraciones a las que iban a ser sometidos. Se inform6 a los pacientes de la
posibilidad de abandonar el estudio en cualquier momento, sin perjuicio alguno de
cara a la asistencia facultativa que pudieran precisar.

Todos los participantes firmaron los formularios de consentimiento por escrito previo

a las exploraciones.

3.2. Criterios de inclusidn y exclusion

Los criterios de inclusién neuroldgicos para el grupo de pacientes EA continuum
fueron:

1. Cumplir los criterios diagnésticos EA continuum (DCL y demencia) definido por
PET/TC AR+, pruebas de laboratorio, evaluacion de neuroimagen y test
psicometricos.

2. Presentar una capacidad visual y auditiva preservada para la realizacion de las
tareas cognitivas.

El grupo control no debia presentar quejas de memoria ni MMSE inferior a 25.
Criterios de exclusion neuroldgicos para ambos grupos:

1. Sujetos con antecedentes de trastorno neuroldgico o psiquiatrico.
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2. Cualquier enfermedad sistémica significativa u otra enfermedad sistémica

cronica grave como diabetes, enfermedades nefrolégicas y hemodialisis,

enfermedad cardiovascular activa, etc.

. Tratamiento con cualquier medicamento que afecte al estado cognitivo (p. €j.,

uso de narcoticos sedantes).

. Colaboracion pobre a |la hora de realizar las exploraciones debido a la fase de

demencia o por condicion médica inestable (algunos pacientes no pudieron
completar la evaluacion porque se fatigaron o no pudieron seguir las

instrucciones).

Los criterios de inclusion oftalmoldgicos son los mismos para el grupo EA y el grupo

control. Se utilizaron los siguientes:

P10 <20mmHg.
Sin patologia oftalmoldgica de base.
Disponibilidad y colaboracion para la realizacion de las pruebas del examen

oftalmolégico.

Los criterios de exclusion oftalmolégico incluyeron:

86

Error de refraccion >o< de 6 dioptrias (D) de equivalente esférico o 3.0 D de
astigmatismo.

Agudeza visual mejor corregida <20/40.

PIO >18mm Hg.

Antecedentes familiares de PIO >20mmHg.

Muescas en el borde neurorretiniano o hemorragias de disco éptico.
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« Opacidades clinicamente relevantes de los medios Opticos e imagenes de baja
calidad debido a una fijacion inestable o catarata severa (los pacientes con
catarata leve a moderada podrian inscribirse en el estudio, pero solo se
incluyeron imagenes de alta calidad).

« Historia de cirugia ocular.

« Historia de enfermedad ocular (inflamatoria, infecciosa, degenerativa).

o Colaboracion pobre a la hora de realizar las exploraciones debido a una fase
de demencia avanzada o por condicién médica inestable (algunos pacientes no
pudieron completar la evaluacién porque se fatigaron o no pudieron seguir las

instrucciones).

3.3. Obtencion de datos

La exploracion de los sujetos tuvo lugar en el Servicio de Neurologia y Oftalmologia

del HUMV en Santander.

Exploracion clinica neuroldgica y neuropsicoldgica

Los participantes fueron evaluados con la Escala de Deterioro Global (GDS) 3¢° y el
test Mini Mental State Examination (MMSE) 3% como medidas de gravedad global de
la enfermedad.

La evaluacion neuropsicolégica integral incluia los principales dominios cognitivos
(memoria, lenguaje, praxis, percepcion visual y funciones frontales). Se evalud la
memoria verbal con el Free and Cued Selective Reminding Test (FCSRT) 3¢/, |a
memoria visual con el recuerdo diferido de la figura compleja de Rey-Osterrieth 37, |a

praxis constructiva con la copia de la figura compleja de Rey-Osterrieth 367, la praxis
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ideomotora con la imitacion de gestos de dedos %8, la habilidad visoespacial con el
subtest de localizacion de numeros del Visual Object and Space Perception Battery
(VOSP) 389,y la atencion y funcién ejecutiva con el Trail Making Test (TMT) Ay By el

test de clave de numeros 379.

Tomografia por emision de positrones

Se realiz6 un estudio de neuroimagen con PET A3 con el compuesto B de Pittsburgh
("'C-PiB) en el Servicio de Medicina Nuclear de HUMV. Se utilizé un equipo Siemens
Biograph LSO Pico 3D (Siemens Healthcare Molecular Imaging, Hoffman Estates,
lllinois, USA) 371,

Los participantes recibieron una dosis de 555 MBq de ''C-PiB y se adquirié una
imagen estatica a los 60-90 minutos. Junto con el PET se realizé un TC craneal y la
informacion obtenida se empled para corregir la atenuacion del PET. Las imagenes
fueron reconstruidas en una matriz de 128x128 usando el método iterativo de
maximizacion de expectativas de los subconjuntos ordenados.

Dos especialistas experimentados del servicio de Medicina Nuclear (JJ-B, IB) fueron
los encargados de interpretar las imagenes de "'C-PiB PET/TC como positivas o

negativas para la captacion cortical de AB (Fig. 11).
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Figura 11. Imagenes de tomografia por emisién de positrones/tomografia axial
computarizada usando el compuesto B ''C-Pittsburgh. "'C-PiB PET/TC proporcionan una
medida cuantitativa in vivo de la carga de beta amiloide cortical insoluble (AB). El compuesto
B de ''C-Pittsburgh (11C-PiB) muestra una afinidad alta por los depositos fibrilares
extracelulares e intravasculares de AB y una baja afinidad por los depédsitos de amiloide
amorfo, AB soluble y NFT intracelulares. (A) Muestra de imagen PET- AB negativo: (B) PET-
AB positivo.

Exploracion oftalmoldqgica

o Historia clinica completa, con los antecedentes familiares y personales,
antecedentes personales oftalmologicos y medicacion.

e Medicion de la AV mejor corregida (test Snellen).

e Medicion de la presion intraocular con tondmetro de aplanamiento de
Goldmann.

e El error refractario se registré utilizando un autorefractometro Canon RK-F1
(Canon USA Inc., Lake Success, NY, EUA).

e La longitud axial (LA) se midi6é con Lenstar LS 900 (Haag Streit AG, Koeniz,

Switzerland).
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e Biomicroscopia con lampara de hendidura y examen de fondo de ojo, previa
dilatacién con una gota de tropicamida al 1% vy fenilefrina.

« Tomografia de coherencia Optica Spectralis (SD-OCT) (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Alemania).

Cada paciente fue aleatorizado para decidir qué ojo se examinaria primero 372,

Tomografia de coherencia optica Spectralis ®

La OCT Spectralis (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania) combina la
tecnologia OCT con un oftalmoscopio confocal laser que proporciona una imagen de
fondo de ojo de referencia. Tiene una adquisiciéon de 40.000 escaneos tipo A por
segundo, con una resolucion de profundidad de 7um en el tejido y una resolucion
transversal de 14um mediante el uso de un diodo de superluminiscencia con 870nm
de ancho de banda 373374, Incorpora un sistema de seguimiento ocular en tiempo real
(eye tracking) con funcion de alineacion ocular automatica; un rayo laser explora
continuamente el fondo de ojo, observando los movimientos de éste y sirve como
referencia para poder conducir el segundo rayo sobre la posicion apropiada para la
adquisicién de la imagen de seccion transversal, manteniéndolo siempre en la
posicion deseada, incluso en caso de movimientos oculares.

Los examenes de OCT fueron realizados por un oftalmélogo entrenado y cualificado
(AC). Todos las imagenes obtenidas tenian un nivel de calidad superior (Q) >25.

Se llevé a cabo un analisis del nervio Optico y un analisis segmentario de las capas de
las capas de la retina:

- Analisis de la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR).
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- Analisis de la apertura de la membrana de Bruch (BMO-MRW, del inglés
“Bruch’s membrane opening-minimum rim width”).

- Andlisis del grosor del tejido preliminar (TP) y la profundidad de la superficie
anterior de la lamina cribosa

-Analisis de la retina de la capa de células ganglionares de la retina (CCGR).

- Analisis de la capa nuclear externa de la retina (CNE).

- Analisis de la capa plexiforme interna de la retina (CPI).

- Protocolo de adquisicion del espesor de la capa de células ganglionares, la
capa plexiforme interna y la capa nuclear externa
El grosor de las capas de la retina del polo posterior se midié con Spectralis SD-OCT.
En este protocolo, la OCT dibuja de forma automaticamente una linea que une el
centro de la fovea y el centro del disco 6ptico como linea de referencia. A continuacion,
se registran 61 exploraciones (1024 A scans/linea) paralelas a la linea de referencia
dentro del area central de 25°x30°. La calidad de los scans se indica en una escala
de colores en la parte inferior de las imagenes escaneadas. Solo las exploraciones en
el rango verde se consideraron de calidad suficientemente buena para su inclusion en
este estudio.
El software de la SD-OCT (version1.10.2.0) permite la segmentacién automatica de
las capas de la retina y la cuantificacién del espesor de cada una de ellas. El analisis
de segmentacion se realizdé para calcular el grosor de la CCGR, la CPl y la CNE
considerando las recomendaciones de APOSTEL 37°. Se determind el grosor medio
de cada capa retiniana (CCGR, CPIl y CNE) de cada sector de 3°x3°, que componian

los 4 cuadrantes (S, T, I y N) (Fig. 12).
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Tras la obtencion de las imagenes, un investigador enmascarado (AL-de-E) examino

las imagenes para identificar cualquier error de segmentacion o centrado.
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Figura 12. Segmentacioén de la capa de células ganglionares de la retina. (A) Las lineas
morada y azul delimitan la capa de células ganglionares de la retina (CCGR). (B)
Representacién del mapa de grosores de la media y de los cuadrantes superior, temporal,
inferior y nasal de la CCGR. (C) Representacién de la escala de colores de los cuadrantes

superior, temporal, inferior y nasal de la CCGR.

- Protocolo de adquisicion de la capa de fibras nerviosas de la retina y analisis
del anillo neurorretiniano
Se utilizé el modulo “Glaucoma Module Premium Edition” (GMPE) de la version 6.0c
de Spectralis, que incluye 24 exploraciones radiales y 3 circulares del NO.
GMPE incorpora un nuevo sistema de posicionamiento automatico, que utiliza dos
puntos anatomicos fijos: el centro de la févea y el centro de la apertura de la membrana
de Bruch (BMO, del inglés Bruch’s membrane opening), creando un eje central févea-
BMO 376,

e Para la evaluacién del anillo neurorretiniano (ANR), el analisis se centra en la
cabeza del NO. Se realizan 24 exploraciones radiales de alta resolucion en un area
de 15°. En la imagen obtenida de la cabeza del NO se delinea la BMO y la MLI
automaticamente. La medicién del ANR se realiza desde la BMO hasta el punto mas

cercano en la MLI. Esta medida de distancia mas corta o minima anchura del ANR,
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se conoce como “BMO-MRW”. Este parametro incluye el tejido del borde
neurorretiniano perpendicular a la orientacién de los axones, teniendo en cuenta el
curso variable de las fibras nerviosas que entran en la cabeza del NO en todos los
puntos de medicion (Fig. 13) 7. Después de la adquisicion de imagenes, un
examinador capacitado (AL-de-E) reviso y confirmé la correcta segmentacion de la

BMO.

CC77(APS)

( Within Normal Limits

Reference database: European Descent (2014)

Figura 13. Analisis del nervio 6ptico mediante el protocolo “Glaucoma Module Premium
Edition” de Spectralis. Este protocolo realiza 24 exploraciones radiales de la papila 6ptica
en un area de 15°. Delinea automaticamente (flechas azules) la distancia minima entre la
membrana limitante interna (linea roja) y la apertura de la membrana de Bruch. Evalua los

axones del nervio 6ptico que atraviesan esta anchura minima del anillo neurorretiniano.

e Para evaluar el espesor de la CFNR peripapilar, el software del GPME incluye
3 exploraciones circulares (diametro del circulo interior: 3,5 mm, diametro del circulo

medio: 4,1 mm y diametro del circulo exterior: 4,7 mm). Para este estudio solo se
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registraron las cifras proporcionadas por el escaneado del circulo interior (estandar).
Las mediciones de la CFNR de cada ojo se normalizaron para la orientaciéon
anatomica de la fovea al nervio Optico, para obtener un posicionamiento preciso

(media de seguimiento automatico en tiempo real 100) (Fig. 14).
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Reference database: European Descent (2014)

Figura 14. Analisis de la capa de fibras nerviosas de la retina mediante Spectralis. Este
protocolo de Spectralis es el mas utilizado para para evaluar la capa de fibras nerviosas de la
retina (CFNR) en la practica clinica. El analisis incluye tres exploraciones circulares (diametro
del circulo interior: 3,5 mm, diametro del circulo medio: 4,1 mm y diametro del circulo exterior:
4,7 mm).

Los protocolos de medicién de la CFNR y la BMO-MRW generan un mapa con 6
sectores (supero-nasal, nasal, infero-nasal, infero-temporal, temporal, y supero-

temporal) y la media para cada analisis.

94



Primer estudio

- Protocolo de adquisicion del grosor del tejido preliminar

Las medidas relacionadas con la LC se realizaron mediante SD-OCT y tecnologia EDI.
Se realizé un scan vertical, lo mas cercano posible al centro de la cabeza del NO, en
el punto donde la visibilidad de la superficie anterior de la LC fue la maxima posible,
excluyendo los vasos principales .

A continuacion, de forma manual, se tomaron medidas del grosor del TP y de la
profundidad de la superficie anterior de la LC (Fig. 15). El grosor del TP se definio
como la distancia entre la superficie del TP anterior y la superficie anterior de la LC.
La profundidad de la superficie LC anterior se determiné midiendo la distancia desde
la linea de referencia hasta el nivel de la superficie anterior de la LC.

Para ello, se trazé una linea de referencia entre los extremos finales de la membrana
de Bruch, y se marcaron tres puntos equidistantes (inferior, medio y superior),
correspondientes a 1/3, 2/4 y 2/3. Dichos puntos, se emparejaron con la superficie
anterior del TP y con la superficie anterior de la LC. A nivel de estos tres puntos, se
tomaron medidas del grosor del TP y de la profundidad de la superficie anterior de la
LC respecto a la linea de referencia. Las mediciones manuales se realizaron utilizando
la herramienta de calibrador manual del software Spectralis por los investigadores

enmascarados previamente nombrados (AL-de-E, AC).

Figura 15. Representacion de las mediciones manuales de la profundidad de la

superficie anterior de la lamina cribosa y el grosor del tejido preliminar.
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3.4. Analisis estadistico

Se realiz6 mediante IBM SPSS Statistics V.20.0 (International Business Machine
Corporation, Armonk, NY, EE. UU.).

« Se utilizod la prueba t de Student de muestras dependientes para comparar el grosor
de la CFNR, la BMO-MRW, la CCGR, la CPI la CPE, y el grosor del TP, entre
pacientes con EA y CS emparejados por sexo y edad.

« EI coeficiente de correlacion intraclase (CCl) se utilizd para evaluar la
reproducibilidad interobservador en las mediciones de la LC y el grosor del TP, y de
esta forma evaluar la fiabilidad de los resultados de las mediciones cuantificadas de
forma manual.

« Para evaluar el valor de discriminacion del grosor de la CCGR y la CFNR, se uso0 la
Curva Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, del inglés “receiver operating
characteristic”). El area bajo una curva (ABC) ROC indica la sensibilidad vy
especificidad de dichos parametros de OCT como herramienta diagndstica 378. El
objetivo fue evaluar la capacidad dichos parametros de OCT para discriminar entre

demencia por EA versus CS, DCL versus CS y la suma de EA/DCL respecto a los CS.

4. Resultados

51 ojos en sujetos en fase de DCL y 12 ojos en sujetos en fase de demencia por EA,
de 34 pacientes, y 63 ojos de 32 CS se incluyeron en el analisis final segun los criterios
de inclusion y exclusion.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes con EA y los CS no

mostraron diferencias significativas entre ambos grupos (tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes (63 ojos de 34

individuos con EA versus CS).

AR+ cS
(N=63) (N=63)

Edad (afios) 735(6.0) 73.28(6.0) 0.998

Ojos M (%) 31(49.2)  31(49.2) 1

Equivalente esférico (D) 0.53(1.10) 0.58 (1.22) 0.797

AVMC 20/29(0.34) 20/26 (0.17) 0.259
LA (mm) 232(0.8) 232(0.9) 0816
PIO 13.7(3.9) 12.8(2.8)  0.154

Abreviaciones: AR, beta amiloide; AVMC, agudeza visual mejor corregida; D, dioptrias; M,
masculino; PIO, presion intraocular.

AB+ es la suma de pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) y pacientes con demencia debido
ala EA.

Los datos de las variables cuantitativas se muestran como media (desviacion estandar). Las
diferencias de sexo se evaluaron con la prueba de Fisher. El resto del analisis se realizé6 mediante
la prueba t de Student pareada para muestras relacionadas.

4.1. Resultados del analisis comparativo entre todos los AR+ versus CS, DCL
versus CS y EA versus CS.

La tabla 5 muestra la relacién de los datos medidos en la OCT (CFNR, BMO-MRW,
CNE, CPly CCGR) entre todos los AR+ versus CS, DCL versus CS y demencia versus
CS.

La figura 16 representa un ejemplo del dafo observado mediante OCT en los

pacientes con DCL y demencia por EA.

Capa de células ganglionares de la retina
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- El grosor de CCGR mostro una reduccion significativa en los pacientes con DCL en
el sector T en comparacion con los CS (42,2+8,4um en DCL y 46,1£6,1um en CS;
p=0.015).

- En comparacion con los CS, los pacientes con demencia por EA tuvieron una
reduccion significativa del grosor de CCGR en el sector S (44,3t14,9um en EA y
55,215,4um en CS; p=0.050).

- Se identificaron diferencias mas llamativas al comparar todos los AR+ (DCL y
demencia) con los CS, incluido un adelgazamiento significativo de las CCGR en todos

los sectores (p <0,014).

Capa plexiforme interna de la retina

- El grupo DCL no mostré resultados significativos.

- Se redujo de forma significativa en todos los sectores (S, I, T y N) en el grupo con
demencia (p=0.026, p=0.007, p=0.044, p=0.009; respectivamente).

- La CPI se redujo significativamente en las regiones S y N en los AB+ (p=0.01,

p=0.025, respectivamente)

Capa nuclear externa

La CNE mostré cambios significativos en el sector S en el grupo DCL (63,3+11,6um

en DCL y 68.1£11.3um en CS; p=0.048) y en el grupo AB+ (p=0.010).
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Figura 16. Representacion de los cambios de las capas de la retina en la enfermedad
de Alzheimer mediante tomografia de coherencia 6ptica (OCT) en un hombre de 67
anos. Automaticamente el software de la OCT segmenta y analiza las siguientes capas: (A)
capa de células ganglionares de la retina (CCGR), (B) capa plexiforme interna (CPI) de la
retina, (C) capa nuclear externa (CNE) de la retina. Todas muestran un adelgazamiento difuso
en todos los sectores. Las imagenes de la izquierda muestran la segmentacion de las distintas
capas de la retina (CCGR, CPI, CNE) y las de la derecha son el mapa de colores que muestra

el adelgazamiento sectorial y difuso de las mismas.

Capa de fibras nerviosas de la retina

- El grosor medio, el grosor del sector Tl y el grosor del cuadrante T de la CFNR se
redujeron significativamente en el grupo DCL en comparacion con los CS (p=0.005,
p=0.018, p=0.050; respectivamente).

- El estudio no mostré diferencias significativas en la CFNR entre los sujetos con
demencia y los CS.

- Los resultados comparativos entre el grupo AB+ (pacientes DCL y EA) y los CS

apoyan los resultados del grupo DCL pero con mayor poder estadistico (grosor medio
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p=0.004, grosor del sector T p=0.028, grosor del sector Tl p=0 .004). También se

detectd un adelgazamiento significativo del grosor sector TS (p=0.019).

Apertura de la membrana de Bruch-grosor minimo del anillo

- EL grosor medio de la BMO-MRW se redujo significativamente en el grupo DCL
(281.9449.9um en DCL y 309.4+54.9um en CS, p=0.027).

- El sector T de la BMO-MRW se redujo de forma significativa en el grupo demencia
(214.2+27.6pym en EA 'y 193.8+30.5um en CS, p=0.012).

- No se encontraron diferencias estadisticas en el grupo Ap+.

Grosor del tejido preliminar y profundidad de la superficie anterior de la lamina cribosa

El estudio no revel6 diferencias estadisticas en los parametros en relacion con la LC

entre los AR+ y los CS.
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4.2. Resultados del analisis comparativo entre pacientes con DCL versus
pacientes con demencia por EA

En este analisis no se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos.
Sin embargo, se aprecia una tendencia clara de adelgazamiento de los
parametros de OCT medidos en los pacientes con demencia, respecto a

grosores mayores en pacientes con DCL (tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de diferentes andlisis de tomografia de coherencia 6ptica

entre ojos con deterioro cognitivo leve y demencia por enfermedad de Alzheimer.

DCL Demencia
(N=51) (N=12) P
CFNR media 93.7 (12.5) 99.4 (5.1) 0.155
CFNRT 65.9 (9.4) 70.0 (6.2) 0.411
CFNR ST 119.5 (16.3) 115.0 (19.0) 0.793
CFNRIT 139.5 (22.0) 138.7 (10.4) 0.774
CFNRN 79.6 (18.3) 85.2 (14.4) 0.653
CFNR SN 108.9 (22.1) 124.3 (22.1) 0.060
CFNR IN 109.7 (27.4) 83.0 (33.71) 0.045*
BMO-MRW media  281.9 (49.9) 326.8 (58.8) 0.016*
BMO-MRW T 207.7 (52.8) 214.2 (27.6) 0.740
BMO-MRW ST 272.2 (70.1) 273.3 (28.8) 0.984
BMO-MRW IT 277.6 (69.7) 324.6 (41.2) 0.126
BMO-MRW N 305.5 (55.2) 383.6 (74.9) 0.006*
BMO-MRW SN 322.4 (74.9) 353.0 (76.3) 0.392
BMO-MRW IN 342.2 (61.8) 375.6 (69.8) 0.245
CCGR S 48.3 (7.1) 44.3 (14.9) 0.174
CCGRI 47.1 (8.5) 44.2 (14.4) 0.365
CCGRT 42.2 (8.4) 39.6 (13.4) 0.384
CCGRN 47.3 (7.8) 43.3 (14.2) 0.185
CPIS 39.1 (4.4) 38.8 (4.1) 0.852
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CPI | 38.5 (4.5) 38.8 (2.9) 0.890
CPIT 39.6 (4.1) 39.2 (3.8) 0.740
CPIN 39.7 (4.1) 39.7 (3.3) 0.944
CNE S 63.3 (11.6) 63.5 (12.3) 0.086
CNE | 60.3 (14.5) 62.5 (18.4) 0.652
CNET 68.6 (10.5) 72.9 (7.8) 0.203
CNE N 68.2 (15.1) 68.3 (16.9) 0.923

Abreviaciones: BMO-MRW, apertura de la membrana de Bruch; CCGR, capa de células
ganglionares de la retina; CFNR, capa de fibras nerviosas de la retina; CNE, capa nuclear externa
de la retina; CPI, capa plexiforme interna de la retina; CS, controles sanos; DCL, deterioro cognitivo
leve; EA, enfermedad de Alzheimer; |, inferior; N, nasal; S, superior; T, temporal.

Los datos de las variables cuantitativas se muestran como media (desviacion estandar). El
analisis se realiz6 utilizando la prueba t de Student pareada para muestras dependientes.

* valor de p <0.05.

4.3. Resultados del analisis de coeficiente de correlacion intraclase del

grosor del TP y la profundidad de la superficie anterior de la LC

La tabla 7 muestra los CCl de dos parametros medidos en la OCT: la profundidad

de la superficie anterior de la LC y el grosor del TP. Los CCI del primero fueron

0.974 para el corte superior, 0.993 para el corte central y 0.978 para el corte

inferior. De manera similar, los CCl del grosor del TP fueron 0.992 para el corte

superior, 0,996 para el corte central y 0.992 para el corte inferior.

Tabla 7. Coeficiente de correlacion intraclase para determinar la reproducibilidad

interobservador de las mediciones cuantificadas manualmente.
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Abreviaciones: C, central; CCI, coeficiente de correlacion intraclase; |, inferior; LCS,
profundidad a la superficie anterior de LC; S, superior; TP, grosor de tejido preliminar.

4.4. Resultados del analisis de curvas ROC parala CCGRyla CFNR en DCL
Para evaluar el poder de discriminacion del grosor de la CCGR y la CFNR por
OCT en pacientes con DCL, se realiz6 el analisis de curvas ROC. El area bajo
una curva ROC indica la sensibilidad y especificidad de dichos parametros como

herramienta diagnostica.

La tabla 8 muestra el analisis del ABC de diferentes medidas de OCT con limites
de confianza del 95% para la sensibilidad y la especificidad. Los valores del ABC
mas altos fueron el grosor medio de la CFNR, el sector T de la CFNR, el sector
TS de la CFNR (0.652, 0.660, 0.666; respectivamente) y el sector T de la CCGR

(0.699).

Tabla 8. Area bajo la curva de la Caracteristica Operativa del Receptor.

ABC P
CCGR S 0.668 0.007
CCGRI 0.677 0.005
CCGRT 0.699 0.001
CCGRN 0.660 0.010
CPIS 0.666 0.008
CPI | 0.629 0.039
CPIT 0.612 0.072
CPIN 0.662 0.010
CNE S 0.668 0.007
CNE | 0.554 0.369
CNET 0.670 0.006
CNE N 0.539 0.634
CFNR media 0.652 0.015
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CFNRT 0.660 0.010
CFNR ST 0.666 0.008
CFNRIT 0.641 0.024
CFNR N 0.554 0.382
CFNR SN 0.570 0.264
CFNRIN 0.488 0.844
BMO-MRW media 0.616 0.063

Abreviaciones: ABC, area ajo la curva; BMO-MRW, apertura de la membrana de Bruch; CCGR,
capa de células ganglionares de la retina; CFNR, capa de fibras nerviosas de la retina; CNE, capa
nuclear externa de la retina; CPI, capa plexiforme interna de la retina; CS, controles sanos; |,
inferior; N, nasal; S, superior; T, temporal.

El analisis de la sensibilidad y especificidad de diferentes de distintos parametros de
tomografia de coherencia 6ptica en el deterioro cognitivo leve, con limite de confianza de

95%.

Los valores en negrita representan los resultados altos del ABC.

5. Discusion

Nuestro trabajo se centrd en el analisis de la retina y el NO en pacientes con EA.
En concreto, estudiamos las capas internas de la retina dado que la mayoria de
estudios previos describieron adelgazamiento de las mismas durante la EA
151,157,158,161,201,311,332 ¢ jncluso confirmaron que el dafio ocular inicial se produce
aqui 191.152155,157,188 'Nos parecié mas importante realizar un analisis segmentado
de las distintas capas de la retina en lugar de analizar el grosor macular completo
para poder apreciar dénde se produce el dafio exactamente. Por esta razén,
utilizamos Spectralis SD-OCT que incorpora la segmentacion automatica de las
capas de la retina, para comparar la CFNR, la CCGR, la CPly la CNE en sujetos
en fase de demencia y DCL por EA versus CS emparejados por edad y sexo.
Este estudio incluy6 pacientes altamente caracterizados con criterios clinicos,
pruebas neuro-cognitivas e imagenes de ''C-PiB PET/TC como se recomienda

en la actualidad 364,
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En general, nuestros resultados muestran un adelgazamiento del grosor de la

CFNR y de la CCGR en el total de sujetos con EA versus los CS.

5.1. Adelgazamiento de la CFNR

En el total de pacientes AB+ demostramos una reduccion significativa de la
media del grosor de la CFNR. El grupo de pacientes con DCL también mostro
una reduccion de la misma, siendo estos datos respaldados por estudios previos
tanto con TD-OCT 238.270,278,282.290 omo con SD-OCT 160.286,289,295,301,302,311,325_
Respecto al analisis sectorial del NO en los sujetos AR+, nuestros resultados
muestran el dafio de la CFNR de forma predominante en los sectores Sel,y en
menor medida en la zona temporal. En el grupo con DCL, este dafno se limita al
sector | y al sector IT. De acuerdo con la distribucién observada de los depdsitos
retinianos de AB en la retina superior 98181 ¢ inferior en pacientes con EA 67,
varios informes histologicos mostraron el adelgazamiento de la CFNR
principalmente dentro de estos cuadrantes 152155158,188,226,237.290 agi como
muchos estudios de OCT in vivo que se detallan a continuacién. Estudios de
OCT en sujetos en fase de demencia con resultados significativos muestran
dafno del sector S de la CFNR 152,226,237,273,275,277,288,290,293,296,298,309’ un ndmero
menor de estudios muestra dafio del sector | 160.237,238,275,290,293,296,316 y glgunos
del sector T 275295304 En |inea con estos estudios y con nuestros resultados, dos
recientes meta-analisis mostraron ambos reduccion del grosor medio de la
CFNR, y adelgazamiento del sector S '3, y del sector S e | otro 3?7,

Los estudios en fase de DCL por EA muestran mayor variabilidad a la hora de

determinar qué sectores de la CFNR se ven mas dafiados. En concordancia con
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nuestros resultados, la afectacion de los sectores T e | en esta fase se habia
descrito previamente en dos estudios: Choi et al. demostraron una reduccion del
grosor temporal de la CFNR en los pacientes con DCL que evolucionaron a
demencia 2%® y Gao et al. demostraron diferencias significativas entre EA'y DCL
en el sector I, asi como adelgazamiento significativo en el sector T en DCL vs

CS 289_

A pesar de las limitaciones técnicas por falta de biomarcadores que categoricen
los grupos de estudio, la heterogeneidad de los dispositivos de OCT y algunos
resultados contradictorios, ha surgido un patron de pérdida axonal en pacientes
con EA 192.153.240 myy parecido al patron de dafio descrito en el glaucoma, es
decir, la atrofia de la CFNR en los cuadrantes S e | 2. Dado que en estos
cuadrantes existe la mayor concentracién de axones de la CFNR, algunos
autores sugirieron que el dafo podria estar justificado por el hecho de que
fisiolégicamente se ubican mas neuronas alli, y por lo tanto, la
neurodegeneracion seria mas evidente 240, Otra hipdtesis mas aceptada, es la
afectacion preferencial seguin el diametro axonal 24° o el tipo de CGR %2,

La afectacién predominante de los cuadrantes S e | de la CFNR sugieren una
afectacion preferencial de las CGR-M que se proyectan a la via magnocelular
del NGL y al coliculo superior. Estas células estan distribuidas de manera
uniforme en la retina, sobre todo en el area perimacular y en la periferia retiniana.
Se caracterizan por tener axones de mayor diametro para transmitir la sefal a
mayor velocidad en comparacion con las CGR-P, que se localizan en su mayoria
en la macula. Las CGR-M responden mejor a imagenes grandes, procesan

informacion sobre profundidad y movimiento con alta resolucion temporal, no
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diferencian el color y no contribuyen especificamente a la AV 2. Esto concuerda
con hallazgos histologicos y morfométricos que confirmaron que la pérdida
axonal afecta a las fibras mayor calibre, localizadas en los cuadrantes S y, en
menor medida, a los cuadrantes N e | y T 152.153,158,189,161 | 5 pérdida selectiva de
las CGR-M grandes en las primeras etapas de la EA puede explicar el cuadro
clinico de pacientes con buena AV y buena visién cromatica (mediada por CGR-
P) pero con alteraciones en ciertas funciones visuales como la orientacion, la

percepcion espacial y el control del movimiento ocular 194,

Nuestro estudio en profundidad del NO mediante el analisis del grosor de la LC
y la profundidad de la superficie anterior de la LC no aportaron informacién
relevante. Existe un estudio que analiza el grosor de la LC en EA versus CS y
tampoco obtuvieron cambios significativos entre grupos, pero si correlacionaron
el adelgazamiento de la LC con el aumento tTau en LCR sugiriendo que estos
niveles altos de tTau pueden estar relacionados con mayor neurodegeneracion

a nivel del NO 343,

El andlisis de la papila 6ptica mediante el médulo GMPE tampoco mostro
resultados significativos excepto en el grosor medio de la BMO-MRW en sujetos
con DCL respecto CS y en EA versus DCL. Este tipo de analisis ha resultado
muy util para el estudio de la atrofia 6ptica en el glaucoma, proporciona una
sensibilidad y una especificidad significativamente mayores que la CFNR 379:380,
Seran necesarios estudios longitudinales con mayor muestra de pacientes para
corroborar si la BMO-MRW es igual o mejor que la CFNR para evaluar el NO en

otras enfermedades neurodegenerativas.
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5.2. Adelgazamiento de la CCGR

En nuestro estudio, el analisis por OCT de las CGR se centra en el area macular.
Los resultados mostraron un adelgazamiento de la CCGR en los cuatro sectores
en el grupo de sujetos AB+, mostrando mayor afectacién sectorial en este orden:
T, S, |, N. Los pacientes con DCL tenian dafio focal en el sector T y los pacientes
con demencia dano focal en el sector S.

Como se mencionaba previamente, la mayor parte de estudios que analizaron la
CCGR individualmente gracias a los nuevos programas de segmentacion
automatica, encontraron una reduccion significativa del grosor medio de la
CCGR ?292.299,300,303312316 ' concordando con nuestros resultados. Estudios mas
antiguos, han analizado las CGR de distintas formas, segun el tipo de
segmentacion realizada: cCGR (CFNR + CCGR + CPI), CG+CPIl o CCGR. Esta
heterogeneidad a la hora de evaluar las CGR, hace dificil comparar los
resultados de los distintos estudios y definir qué sectores se ven mas afectados,
y mas aun en pacientes con DCL dado que existen menos estudios realizados
en esta poblacion. Varios estudios en pacientes con DCL muestran una
reduccidn de las CGR 288:295,309,311,312,.333,334 "E| grupo de Querques fue el Unico
en analizar de forma individual la CCGR en pacientes con DCL y no obtuvieron

resultados significativos 312,

Nuestros resultados apoyan un mayor dafo del sector T de la CCGR en el total
de pacientes AB+ asi como en los pacientes con DCL. De forma similar, Almeida
et al. refirié dafio de los sectores TS y Tl de la CG+CPI en DCL versus, CS3'!, y

Querques et al.3'2 mostré un dafio predominante en el sector T de la CCGR
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individualmente en EA versus CS. La afectacién temporal de la CCGR es

consistente con estudios histopatoldgicos previos'%%157,

Cuando comparamos el grosor de la CCGR entre pacientes con demencia y
pacientes con DCL, se apreci6 una tendencia no significativa de adelgazamiento
segun la severidad clinica de la enfermedad (valores mas reducidos en el grupo
de demencia que en DCL). Sin embargo, dado el tamafio limitado de nuestra
muestra de sujetos con demencia, no podemos determinar si el dafio de las
CCGR es progresivo o si sufren cambios a lo largo del continuo de la
enfermedad, como se ha descrito que puede suceder con el grosor macular total
308,316 De hecho, la secuencia temporal de la degeneracion de la retina esta en
debate, muy posiblemente debido a la falta de estudios prospectivos que cubran
la historia natural de la enfermedad. Una hipotesis de trabajo es que la retina es
mas gruesa en etapas mas tempranas debido a la inflamacion 2°” y mas delgada
en etapas avanzadas debido a la neurodegeneracion 38'. Recientemente un
estudio ha informado sobre la asociacién no lineal entre un mayor riesgo de
deterioro cognitivo y el grosor de la CGR+CPI (tanto reducida como aumentada
de tamafio) 382, Nuestros resultados de la OCT no muestran cambios retinianos
dinamicos en las diferentes etapas cognitivas del analisis, sino mas bien una
tendencia lineal de adelgazamiento conforme progresa la enfermedad. Esta

hipbtesis deberia evaluarse en estudios longitudinales bien disefiados.

Nuestros resultados, el dano generalizado de la CCGR en el total de sujetos con

EA (T>S>I>N) y el dafio del sector T en sujetos con DCL, concuerdan con un

estudio histologico concretamente de las CGR en la region macular, el cual
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determind que el sector T es el mas gravemente afectado, con una disminucién
de hasta un 52% de la densidad neuronal cerca de la foveola '%’. La afectacion
sectorial de las CGR observada en la retina central difiere de la de la retina
periférica, donde la pérdida neuronal es mayor y se produce en los cuadrantes

S e | en comparacion 196157,

Por otro lado, nuestros resultados también mostraron dafio de la CPI en el sector
S y N y dano de la CNE en el sector S en el total de pacientes con EA vs CS.
Estudios previos mostraron una reduccion generalizada de la CPI 292312 y CNE
292 en pacientes con EA versus los controles. Por el contrario, Snyder et al.
describieron un engrosamiento de la CPI en sujetos preclinicos AR+ y sugirieron
que los procesos inflamatorios tempranos y el depdsito de AR podrian producir

este aumento de grosor?®’.

El dano tanto de la CFNR como de la CCGR que observamos en la OCT se ve
respaldado por numerosos estudios, histolégicos y de OCT, que han mostrado
una preferencia de dafio de las capas internas de la retina '51.157.158,161,201,311,332,
Koronyo et al. demostraron que el dafio de la CNI, la CNE y especialmente la
CCGR en pacientes con EA, podia deberse al acumulo de AB en las capas
internas de la retina (CCGR, CPl e CNI)'6', Un estudio morfométrico reveld un
adelgazamiento significativo de la CCGR, la CPl y ambas capas nucleares en
pacientes con EA, sobre todo en la regién supero-temporal de la macula %8, de
forma similar a nuestros resultados. La relacion entre la patologia Tau y la
afectacion de las capas internas de la retina es un tema de actualidad. Segun

varios informes, Tau se localiza de forma predominante en las capas internas de
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la retina CPI, CNI y mas débilmente en la CCGR y la CFNR, asi como en los
fotorreceptores 185189205206 Jn estudio mostré agregados de Tau en la CPly su
propagacion posterior a otras capas internas de la retina, hasta la CFNR, antes
incluso que los depdsitos de AR 2°1. Otro estudio mostré una acumulacion de Tau
en el soma, dendritas y axones de las CGR, sin afectar al NO, enfatizando que
este suceso precedia al depodsito de Tau en el cerebro. Asi, vemos como la
patologia Tau puede tener relacion con la neurodegeneracion ocular,
probablemente afectando de forma preferencial a las CGR. Es necesario validar
esta informacién con estudios que unifiquen criterios sobre donde se deposita

Tau a nivel ocular.

5.3. Limitaciones

La limitacidon principal de este estudio es su disefio transversal y el numero
limitado de pacientes incluidos, sobre todo en fase de demencia. Los estudios
futuros deberian incluir mas sujetos con EA en estadio temprano y estadio tardio,
mediciones longitudinales y estudiar la posible correlacién de los datos de OCT
con datos volumétricos de RMN (por ejemplo, volumen del hipocampo) para
contribuir a una mejor comprension de la relacion entre la pérdida neuronal
retiniana y cerebral.

Otra limitacidn del estudio es que las mediciones relacionadas con la LC se
realizaron de forma manual y solo se seleccion6 una exploracion vertical de la
cabeza del nervio 6ptico para el analisis morfométrico, mientras que las
exploraciones periféricas restantes no se evaluaron. Esto fue debido a que se

seleccionaron para el analisis las imagenes de mayor calidad, la exploracion
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vertical mas centrada sin vascularizacion retiniana, en la que los bordes eran
mas claramente visibles.

Sabemos que el adelgazamiento de la CFNR y la CCGR no son especificos de
la EA, también suceden en otras enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson 271.353383 |3 esclerosis multiple 2':3%4 y en enfermedades oculares
como el glaucoma 385386 Sin embargo, las imagenes de ''C-PiB PET tienen
muchos beneficios clinicos potenciales, como la deteccién preclinica de la EA 'y
una diferenciacion precisa de la EA de las demencias de otras etiologias ¢°. Dado
que nuestro estudio ha descartado cualquier patologia ocular silente, y las
imagenes de "'C-PiB PET son especificas para detectar la presencia de AB,
nuestros resultados son fiables y podemos confirmar el dafio de la retina en los

sujetos con EA.

5.4. Conclusion

Este estudio confirmé el dafio de CFNR y CCGR en pacientes con EA y DCL,
sugiriendo que estos cambios podrian ser detectados clinicamente en la EA
prodromica. Informamos sobre los valores mas discriminativos de ambas capas,
el sector supero-temporal en la CFNR y el sector T en la CCGR.

No podemos determinar si el dafo se produce antes en la CCGR o en la CFNR.
Existe mas evidencia cientifica publicada sobre el adelgazamiento de la CFNR
en pacientes con EA, pero esto podria deberse a que el analisis de la CFNR
estuvo disponible previamente al de la CCGR y que el analisis de OCT de la
CCGR se realiza unicamente en la macula y los estudios histolégicos han
determinado un mayor dafo de estas células en la region perimacular y en la

periferia retiniana que no se suelen estudiar en la OCT.
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Se requieren estudios longitudinales mas grandes que comparen el grosor de la
retina con biomarcadores de amiloide y lesion neuronal para dilucidar la utilidad
del grosor de la retina y del nervio 6ptico como prueba de deteccion y/o

biomarcador prondstico en la EA preclinica.
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Segundo estudio:

Cambios en el grosor coroideo
medido por tomografia de
coherencia optica en sujetos con
deterioro cognitivo leve y
demencia por enfermedad de

Alzheimer
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1. Hipotesis
“Los sujetos AR+ con DCL presentan cambios precoces en el grosor coroideo

ocular de manera similar a los pacientes en fase de demencia por EA”.

2. Objetivos

2.1. El objetivo principal fue evaluar la variacion del grosor coroideo en pacientes
AB+ definido por 'C-PiB PET/TC versus controles cognitivamente sanos
emparejados por edad y sexo mediante la SD-OCT.

2.2. El objetivo secundario fue analizar la posible correlacion entre los

parametros de la OCT y la gravedad clinica del deterioro cognitivo.

3. Material y métodos

3.1. Poblacion de estudio

Se realiz6 un segundo estudio transversal en el grupo de pacientes caucasicos
con EA continuum (en fase de DCL y en fase de demencia por EA) versus
controles cognitivamente sanos emparejados por edad y sexo, ambos grupos ya
definidos para el primer estudio.

Ambos grupos de pacientes, EA continuum y CS, fueron reclutados de forma
ambulatoria en el departamento de Neurologia y el Servicio de Oftalmologia del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) en Santander, entre mayo
de 2016 y junio de 2018.

El diagnostico fue establecido de acuerdo a los criterios diagnosticos de

consenso para probable DCL por EA o demencia por EA con evidencia de
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proceso fisiopatolégico, definido por un PET-AB positivo, siguiendo las
recomendaciones del NIA-AA 83, y solo se incluyeron aquellos casos con una
completa concordancia entre los diagnosticos clinicos y los resultados del
PET/TC.

Los CS eran los mismos voluntarios reclutados entre los familiares de los
pacientes que acudian a la clinica de oftalmologia con una queja de ojo seco.
Se incluyeron, como en el primer estudio, 34 pacientes EA continuum, 28 en fase
de DCL y 6 en fase de demencia y un total de 63 ojos (51 0jos en pacientes en
fase de DCL y 12 ojos en pacientes con fase de demencia). El grupo de CS
estaba compuesto por 63 ojos de 32 sujetos, emparejados por edad y género
con el grupo de EA continuum. En total, 126 ojos fueron examinados en el
Servicio de Oftalmologia.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
Clinica de Cantabria (IDIVAL) con codigo interno 2017.146 y se realizé de
acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki. Todos los participantes
firmaron formularios de consentimiento por escrito antes de realizar los nuevos
examenes. Todos los pacientes inscritos pudieron comprender la informacion
contenida en el consentimiento escrito y no eran legalmente incompetentes. Se
informd a los pacientes de la posibilidad de abandonar el estudio en cualquier
momento, sin perjuicio alguno de cara a la asistencia facultativa que pudieran

precisar.

3.2. Criterios de inclusion y exclusion

Se utilizaron los mismos criterios que empleamos para definir los grupos del

primer estudio.
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3.3. Obtencion de datos

Los pacientes reclutados para el primer estudio fueron evaluados de nuevo en

el Servicio de Oftalmologia del HUMV en Santander. Esta exploracién incluyo:

Historia clinica completa, con los antecedentes familiares y personales,
antecedentes personales oftalmologicos y medicacion.

Medicion de la AV mejor corregida (test Snellen).

Medicion de la PIO con tondmetro de aplanamiento de Goldmann.

El error refractario se registré utilizando un autorefractometro Canon RK-
F1 (Canon USA Inc., Lake Success, NY, EUA).

La LA se midi6 con Lenstar LS 900 (Haag Streit AG, Koeniz, Switzerland).
Biomicroscopia con lampara de hendidura y examen de fondo de ojo,
previa dilatacién con una gota de tropicamida al 1% y fenilefrina.
Tomografia de coherencia Optica Spectralis (SD-OCT) (Heidelberg

Engineering, Heidelberg, Alemania).

Cada paciente fue aleatorizado para decidir qué ojo se examinaria primero 372.

Tomografia de coherencia éptica Spectralis ®

La exploracion por OCT se realizé mediante SD-OCT con tecnologia EDI

incorporada (Heidelberg Engineering, Dossenheim, Alemania) 38’. Este sistema

muestra la estructura coroidea con mayor claridad y ayudar a evaluar con

precision la estructura transversal y el grosor de la coroides. Una vez obtenidas

las imagenes, el GC fue medido de forma manual por un oftalmélogo

experimentado (AL-de-E) que desconocia el estado neurolégico de los

pacientes.
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-> Protocolo de adquisicion del grosor coroideo

Se realiz6 un scan horizontal y uno vertical, de 8741um, generando dimensiones
de 8741x8741um?. Las mediciones de GC se realizaron entre las 5 y las 6 p.m.
horas y se pidi6 a los participantes que no consumieran cafeina durante al menos
12 horas antes del examen de OCT 3.

Los margenes de la coroides se definieron desde la parte exterior de la linea
hiperreflectiva (correspondiente al EPR) hasta la superficie interior de la esclera.
Se tomaron medidas del GC en 14 ubicaciones diferentes (Fig. 17): en la févea
(mediante un scan horizontal y otro vertical: FH y FV, respectivamente), y a 500,
1000 y 1500um de la févea en la zona nasal (N500um, N1000um y N1500um,
respectivamente), en la zona temporal (T500pm, T1000um y T1500um,
respectivamente), en la zona superior (S500um, S1000um y S1500um,
respectivamente) y en la zona inferior (1500um, [1000um e [1500um,

respectivamente), como se ha publicado anteriormente 38,

Figura 17. Representacion de la medicion del grosor coroideo mediante

tomografia de coherencia 6ptica con imagenes de profundidad mejorada en el ojo
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derecho. La imagen superior muestra el escaner horizontal y las mediciones manuales
realizadas: subfoveal, y a 500um, a 1000um y a 1500um desde la fovea hacia el area
nasal y temporal. La imagen inferior muestra el escaner vertical y las mediciones
manuales realizadas subfoveal y a la misma distancia mencionada, hacia superior e

inferior.

3.4. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics
V.20.0 (International Business Machine Corporation, Armonk, NY, EE. UU.). El
nivel de significacion estadistica se establecio en un valor de p menor de 0.05.
e Se utilizo la prueba Kolmogorov-Smirnov para una muestra para verificar la
normalidad de la distribucion de los datos. Todos los datos probados se
distribuyeron normalmente, excepto el sexo.

e Se empled la prueba t de Student pareada para comparar diferentes sectores
del GC. Las diferencias entre las caracteristicas demograficas y clinicas de los
participantes se evaluaron con la prueba de Wilcoxon. La correlacién entre los
resultados de la OCT y la gravedad del deterioro cognitivo a través del MMSE se
analizé mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

e Se utilizd6 un modelo de ecuaciones de estimacion generalizada (EEG) para
ajustar la correlacion entre ambos ojos de un mismo paciente 3%°3°1 No fue
viable incluir ambos ojos en algunos casos debido a que no fue posible terminar
la exploracion de ambos ojos en algunos pacientes por sintomas de demencia
grave.

e Se utilizé el coeficiente de correlaciéon intraclase (CCIl) para determinar la
reproducibilidad interobservador de las mediciones de GC analizadas

manualmente.
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e Finalmente, se realizaron curvas ROC para evaluar el valor de discriminacion
de los andlisis de OCT. Una curva ROC es una representacion grafica de la
sensibilidad frente a la especificidad para un sistema clasificador binario segun
se varia el umbral de discriminacién. Se analiz6 el ABC para evaluar la capacidad

del GC para discriminar EA/DCL versus CS 3%,

4. Resultados

En total, reclutamos consecutivamente 126 ojos para el analisis final segun los
criterios de inclusion y exclusion. En el grupo de pacientes, se incluyeron 34
pacientes, 28 con DCL (51 ojos (80.9%)) y 6 con demencia (12 ojos (19.0%)). El
grupo control estaba formado por 63 ojos de 32 CS.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes y controles se

resumen en la tabla 4.

4.1. Resultados del analisis comparativo entre el total de pacientes A+
versus CS, pacientes con DCL versus CS y pacientes con demencia versus
CS (tabla 9)

e En primer lugar, se comparo el GC de los pacientes AB+ (suma de pacientes
en fase DCL y demencia) versus CS. Se observo una reduccidn significativa del
GC en los scans verticales en 4 ubicaciones, FV, S500um, 11000um, 11500um,
mientras que en los scans horizontales solo se aprecié un adelgazamiento
significativo del GC en la seccion temporal a 1500um.

e En segundo lugar, analizamos las diferencias del GC entre DCL y CS,

encontrando una reduccion significativa del GC en el scan inferior a 1000um.
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e Por ultimo, analizamos las diferencias del GC entre pacientes en fase de
demencia y CS, y no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las

ubicaciones medidas.
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4.2. Resultados del analisis de ecuaciones de estimacién generalizada

Se realizé el analisis de EEG para comparar los grupos de DCL y demencia
individualmente con el total de pacientes cognitivamente sanos (n=63) (tabla 10).

e Al comprar el grupo DCL versus el total de CS, se encontr6 un adelgazamiento
significativo del GC en el scan 11000um.

¢ En el analisis comparativo entre pacientes con demencia y el total de CS, se aprecié
un adelgazamiento significativo en las ubicaciones T1000um, S1000um, S500um, FV,

[1000um y 11500um.

El analisis EEG también se utiliz6 para comparar las mediciones del GC entre
pacientes con demencia versus pacientes en fase de DCL, como muestra la tabla 11;
no se encontraron diferencias significativas entre grupos en ninguna ubicacion
medida. A pesar de ello, se aprecioé una tendencia clara de adelgazamiento del GC
conforme avanzaba el grado de deterioro cognitivo: el GC fue mas delgado en

pacientes con DCL que en los CS, y se redujo mas en la etapa de demencia.
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Tabla 11. Comparacion del analisis del grosor coroideo entre pacientes con deterioro
cognitivo leve y demencia debido a la enfermedad de Alzheimer utilizando un modelo

de ecuaciones de estimacién generalizadas univariadas

DCL (n=51) EA (n=12) P
GC T1500um 240.5 (75.0) 213.5 (92.5) 0.362
GC T1000um 248.4 (81.6) 218.9 (93.0) 0.327
GC Ts00um 253.8 (85.8) 236.5 (100.0) 0.587
FH 256.7 (87.3) 241.2 (97.4) 0.619
GC Nsooum 244.0 (87.9) 228.5 (94.2) 0.610
GC N1000um 231.3 (91.6) 202.9 (87.1) 0.327
GC N1500um 206.5 (90.0) 176.9 (77.3) 0.264
GC S1500um 221.6 (80.5) 197.9 (101.0) 0.460
GC S1000um 232.2 (83.9) 205.3 (100.5) 0.406
GC S500um 234.2 (83.7) 215.5 (97.2) 0.548
FV 250.5 (86.0) 222.1(92.7) 0.348
GC I500um 252.1 (82.6) 237.7 (95.2) 0.637
GC 11000um 245.9 (74.2) 233.8 (93.9) 0.684
GC 11500um 2436 (75.3) 223.8 (84.7) 0.470

Abreviaciones: CS, controles sanos; DCL, deterioro cognitivo leve; EA, enfermedad de Alzheimer;
FH, févea horizontal; FV: fovea vertical; GC, grosor coroideo; |, inferior; N, nasal; S, superior; T,
temporal.

Los datos de las variables cuantitativas se muestran como media (desviacion estandar). *Valor de
p<0.05.

4.3. Resultados del analisis del area bajo la curva
Se calculé el ABC para dos medidas con resultados significativos, el GC a 11500um y
el GC a 11000um, con limites de confianza del 95% para la sensibilidad y especificidad,

como se muestra en la figura 18.
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El valor mas alto del ABC para discriminar DCL y demencia de CS fue la medida del
GC en la ubicacion 11000um (area 0.597, p=0.062), mientras que para la ubicacién

11500um el ABC fue inferior (0.580, p=0.122).

Grosor coroideo [1000um (drea 0.9597)
Grosor coroideo 1500um (area 0.580)
Linea de referencia

sensibilidad
I

especificidad

Figura 18. Area bajo la curva del grosor coroideo en el scan inferior a 1500um de la
févea (11500um) y en el scan inferior a 1000pm de la févea (11000um). El area bajo la curva
del grosor coroideo a 11000um (linea azul) obtuvo los valores mas altos, constituyendo la
medida mas sensible y especifica.

La figura 19 muestra los valores del GC en 11000pm en CS, DCL y EA; existe una
diferencia significativa en el GC entre CS y DCL y entre CS y demencia como
habiamos visto previamente. Ademas, en la figura 19 se aprecia la tendencia de
adelgazamiento del GC segun la evolucion de la EA: sera mayor este adelgazamiento

en fase de DCL que en los CS, y mayor en fase de demencia.
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Figura 19. Diagrama de barras que muestra el grosor coroideo en el scan inferior a
1000um de la févea en pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL), en pacientes con
demencia por enfermedad de Alzheimer (EA) y en controles sanos (CS). Las barras de

error representan un intervalo de confianza del 95%.
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4.4. Resultados del analisis del coeficiente de correlacién intraclase
Como las mediciones del GC se realizaron de forma manual, se calculo el CCl para
determinar la reproducibilidad interobservador de las medidas cuantificadas

manualmente (tabla 12), y mostré una fiabilidad alta 3.

Tabla 12. Coeficiente de correlacion intraclase utilizado para determinar Ia
reproducibilidad interobservador de medidas cuantificadas manualmente y los

intervalos de confianza asociados.

CCl 95%IC
GC T1500um 0.997 0.996-0.999
GC T1000um 0.976 0.952-0.985
GC Ts00um 0.988 0.981-0.994
FH 0.980 0.973-0.991
GC Nsooum 0.979 0.966-0.989
GC N1o0oum 0.944 0.915-0.972
GC N1500um 0.951 0.914-0.972
GC S1500pm 0.957 0.930-0.978
GC S1000um 0.965 0.940-0.981
GC Ss00um 0.966 0.938-0.980
FV 0.944 0.908-0.971
GC I500um 0.964 0.944-0.982
GC l1000pm 0.916 0.857-0.954
GC T1500um 0.905 0.831-0.942

Abreviaciones: CCI, coeficiente de correlacion intraclase; FH, fovea horizontal; FV: févea vertical GC,
grosor coroideo; |, inferior; IC, intervalo de confianza; N, nasal; S, superior; T, temporal.
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4.5. Resultados del analisis de correlacion entre el MMSE y el GC

La tabla 13 muestra la correlacién entre la puntuacion MMSE y el GC en cada
ubicacion. A pesar de no obtener datos significativos (p>0.141), se observé una
tendencia de adelgazamiento del GC en relacion a la disminucion del MMSE en todas
las mediciones de GC, y lo consideramos un coeficiente de correlacion positiva

consistente.

Tabla 13. Correlacion del Mini Mental test con cada medida del grosor coroideo.

r value p value
GC T1500um 0.063 0.647
GC T1000um 0.055 0.687
GC Ts00um 0.055 0.690
FH 0.055 0.691
GC Nsooum 0.092 0.505
GC N1000pm 0.079 0.567
GC N1500um 0.103 0.453
GC S1500pm 0.214 0.124
GC S1000pm 0.205 0.141
GC Ss00um 0.158 0.258
FV 0.159 0.256
GC Is00um 0.119 0.397
GC l1000um 0.108 0.441
GC T1500um 0.140 0.317

Abreviaciones: FH, fovea horizontal; FV: févea vertical GC, grosor coroideo; |, inferior; N, nasal; S,
superior; T, temporal.
El analisis se realizé mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.
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5. Discusion

Los cambios vasculares en la retina pueden reflejar la patologia cerebrovascular de la
EA debido a su fisiopatologia compartida 47220221 Dado el desafio que supone la
visualizacion in vivo de la AAC, las imagenes de retina son un enfoque prometedor
para evaluar los vasos sanguineos in vivo y proporcionar biomarcadores
representativos de la integridad y funcién de la microvascularizacién cerebral en la EA
221,2253% Nuestra hipotesis es que estos cambios microvasculares que se producen
en la EA pueden afectar al grosor de la coroides. La coroides es una capa muy
vascularizada que suministra oxigeno, nutrientes y factores de crecimiento a la retina
externa y al EPR, actua difusor de calor, protegiendo los fotorreceptores, y es la Unica
fuente metabolica para la zona avascular de la fovea 13339,

Gracias al desarrollo de la tecnologia OCT con imagen de profundidad mejorada %7,
evaluamos si existen cambios en el GC en nuestra cohorte de pacientes con EA
definida por '"C-PiB PET respecto a los CS emparejados por edad y sexo. El presente
trabajo es una extension logica de nuestro primer trabajo sobre el dafio
neurodegenerativo que se produce en las capas internas de la retina y su utilidad
como potenciales biomarcadores de la EA. Y, ademas, constituye el primer estudio
que investiga el grosor del tejido coroideo en sujetos con DCL positivos definidos por
1 C-PiB PET/TC.

Los principales resultados obtenidos en el analisis inicial fueron el adelgazamiento del
GC en localizaciones seleccionadas (T1500um, S500um, FV, 11000um, 11500um) en
todos los pacientes AB+ (suma de pacientes con DCL y demencia) versus CS. El grupo
de sujetos con DCL mostré un adelgazamiento significativo en [11000um respecto a

CS, mientras que el grupo con demencia no mostré reducciones significativas del GC.
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Existe, sin embargo, una tendencia lineal clara de adelgazamiento del GC segun

evoluciona el grado de deterioro cognitivo.

En un segundo analisis, en el que utilizamos un modelo de EEG para comparar el GC
entre el grupo de pacientes con DCL y el grupo de pacientes con demencia
individualmente respecto a todos los CS incluidos (tabla 11), se demostré una
reduccion significativa del GC concretamente en pacientes con demencia respecto a
los CS. Encontramos una reduccion del GC en foveal y parafoveal superior e inferior
(S1000pm, S500um, 11000um. 1500um), y temporal aislada (T1000um). Ademas,
distinguimos la tendencia a un mayor adelgazamiento del GC segun progresa
clinicamente la enfermedad: mayor adelgazamiento del GC en demencia que en DCL
que en CS.

Dado que el depdsito de AR en el SNC produce angiopatia cerebral, el depdsito a nivel
ocular podria producir cambios vasculares similares. De acuerdo con esta hipétesis,
se han demostrado la presencia de AB en la vascularizacién retiniana y coroidea en
modelos de ratén con EA 3%, en modelos de ratdn con envejecimiento fisiologico 3% y
en humanos %3219 Tsai et al. fue el primero en describir histolégicamente un
adelgazamiento del GC tanto en modelos de rata como en retinas postmortem
humanas con EA "1, sin embargo, un estudio reciente encontré variabilidad en el
grosor coroideo segun la localizacion 326. Curiosamente, la coroides era mas delgada
en la zona nasal y mas gruesa en la regién macular central en las retinas con EA. Este
engrosamiento estaba relacionado significativamente con el numero de vasos del

estroma coroideo 326,
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De forma similar a nuestro estudio, varios grupos evaluaron el GC in vivo mediante
OCT 279.328,339-342.347 ' on pacientes en fase de demencia 279:328,339-342347 y an fase de
DCL 339342 Se utilizd tecnologia EDI-OCT todos los casos excepto en uno %8y uno
amplio su analisis con OCT-A 347, Midieron el GC perpendicular desde el borde externo
del epitelio pigmentario de la retina hiperreflectante hasta la esclerética interna,
obteniendo grosores promedio similares, de acuerdo con nuestro trabajo. Sin
embargo, el GC fue medido un nimero de veces diferente en cada estudio (1 vez 342,
7 veces 339347 9 veces 279328340 9 13 veces 34') y en localizaciones diferentes. Para
resolver esta discrepancia, nosotros analizamos el GC en 14 ubicaciones, 2 de
espesor subfoveal y 12 mas separadas a 1500, 1000 y 500um de las ubicaciones
subfoveales 3%,

A pesar de la disparidad de la metodologia empleada, 6 estudios mostraron una
reduccion del GC en todas las localizaciones medidas en EA 279.328.339-341,347 'Bayhan
en temporal a 3mm de la fovea 32 y Bulut en nasal a 3mm de la fovea 3%,

Ademas, Bulut et al. detectd una reduccion significativa del GC en DCL versus CS 3%,
El mismo autor en un trabajo posterior en EA versus CS, confirmé el adelgazamiento
del GC asi como un aumento de la zona avascular foveal y una disminucion de la
densidad vascular 347. Cunha et al. informaron de un adelgazamiento coroideo en la
EA en comparacion con los controles de la misma edad e incluso cuando se
compararon con sujetos de edad avanzada 34'. Gharbiya et al. midieron el GC al inicio
del estudio y 12 meses desde el inicio, y encontraron que el GC disminuyo
significativamente después de este tiempo en el grupo EA 27°. Robbins et al. no mostro

adelgazamiento del GC a nivel subfoveal, pero si cambios en otros parametros
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medidos; inform6 de un aumento del area coroidea y del area luminal en EA 'y DCL
versus CS, asi como una disminucion de la densidad vascular en sujetos con DCL 342,
Nuestros resultados no muestran un adelgazamiento general del GC, sino localizado
en superior, inferior y subfoveal en sujetos con demencia. Podria ser este dafio una
consecuencia de la localizacion de los depdsitos AB en estas mismas localizaciones
161_

Respecto a una posible correlacién del GC con el MMSE, nuestros resultados no
encontramos una correlacion significativa y de acuerdo con esto, varios autores no
informaron de una correlacion significativa entre el GC y cada uno de los parametros
psicométricos evaluados 279328340342 Por g| contrario, Bulut et al. observaron una
correlacion significativamente positiva entre la puntuacion del MMSE y el GC en un
primer estudio 339, y confirmaron esta asociacion posteriormente, asi como una
relacion del MMSE con el aumento de la zona avascular foveal y una disminucién de

la densidad vascular 347.

Desde nuestro punto de vista, los estudios de OCT mencionados tienen varias
limitaciones. En primer lugar, ninguno utilizé6 biomarcadores de LCR o neuroimagen
para diagnosticar y categorizar a los pacientes. Esto implica un grado variable de error
que puede afectar al poder estadistico de los resultados. En segundo lugar, estos
estudios de OCT no mencionaron cuando realizaron las imagenes de OCT ni si
utilizaron fenilefrina en caso de dilatacion pupilar previo al analisis de OCT. Es
importante tener en cuenta las variaciones diurnas del GC 3% asi como que el GC se

ve afectado por la fenilefrina de instilacion topica 3°8. Por estos motivos, creemos que
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es importante realizar las imagenes de OCT a la misma hora del dia en todos los

pacientes y previo a la dilatacion pupilar si es necesaria.

5.1. Limitaciones

Las principales limitaciones de nuestro estudio son el tamafo de muestra
relativamente pequefio y el disefio transversal. Ademas, nuestro estudio incluyé pocos
pacientes en fase de demencia. Por otro lado, gracias a esto, nuestra muestra se
caracterizé por una marcada homogeneidad en los parametros biométricos oculares
que fortalece el poder de nuestros resultados. Aun asi, la investigacion futura deberia
incluir un mayor numero de sujetos con EA en etapa temprana y tardia y mediciones
longitudinales que valoren de forma continuada los posibles cambios del GC. Otra
limitacion habitual de en todos los estudios que utilizaron EDI-OCT es la medicién
manual del GC, que nos proporciona un analisis coroideo basado en medidas
subjetivas no automatizadas. En nuestro caso, para realizarlo de la manera mas
objetiva y constante posible, un oftalmélogo bien capacitado (AL-de-E) que
desconocia los diagnosticos de los pacientes realizoé todas las mediciones del GC.
Esta técnica manual ya se habia utilizado en informes anteriores 3%, demostrando
tener una alta reproducibilidad intraobservador e interobservador 49,

Se incluyeron ambos ojos de cada paciente en caso de que la situacion cognitiva lo
permitiese. La inclusion de un ojo por sujeto, seleccionado al azar, esta muy
extendida, con fines estadisticos, reduciendo el posible sesgo de preferencia lateral.
En realidad, la mayoria de los estudios incluyen un unico ojo por paciente para evitar
sesgos, sin embargo, existen analisis estadisticos que permiten el uso de ambos ojos

aumentando el tamafio de la muestra 491,
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Nuestros resultados amplian la comprensién de la patologia vascular en la EA y
sugieren la vascularizacién como un biomarcador potencial complementario en la EA.
Sin embargo, estudios futuros son necesarios para validar nuestros resultados: si el
adelgazamiento del GC sucede en fases avanzadas de la enfermedad, si existe un
adelgazamiento progresivo del GC segun avanza la enfermedad o si hay fluctuaciones
en el continuo de la enfermedad. Un estudio reciente ha demostrado la asociacién no
lineal (linea en forma de U invertida) de la CGR+CPI con examenes cognitivos en
sujetos sanos, sugiriendo la existencia de cambios dinamicos en los biomarcadores

retinianos 382,

5.2. Conclusién

Detectamos una tendencia lineal de adelgazamiento del GC en los pacientes con
deterioro cognitivo leve, que se acentua en los pacientes con demencia. Dentro de las
localizaciones analizadas, el valor del GC que mejor discrimina entre DCL y demencia
de CS fue la medida tomada en inferior a 1000um de la févea.

Son necesarios estudios longitudinales exhaustivos que estudien la fisiopatologia de
la EA en la retina en todo el espectro del envejecimiento cognitivo, con biomarcadores
core para validar los potenciales biomarcadores oculares %4, Idealmente, los estudios
histologicos ayudaran a validar si los biomarcadores vasculares de la retina son

sensibles y/o especificos para diagnosticar la patologia vascular de la EA.
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Tercer estudio:

Cambios oculares medidos por
tomografia de coherencia optica en
la enfermedad de Alzheimer en

etapa preclinica
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1. Hipébtesis
“Las células ganglionares y la capa de fibras nerviosas de la retina se afectan en la
etapa preclinica de la enfermedad de Alzheimer, y se correlacionan con

biomarcadores validados de LCR y neuroimagen”.

2. Objetivos

2.1. Evaluar las medidas de OCT de una muestra de individuos procedentes de la
comunidad, libres de demencia, extensamente fenotipados en el contexto de una
cohorte de estudio longitudinal, para investigar si existe alguna alteracion en el
grosor de la retina o en el NO que se asocie a la presencia de patologia de
Alzheimer cerebral y, por tanto, pueda constituir un potencial biomarcador en
estadios tempranos de la enfermedad.

2.1.1. Comparar la utilidad de los principales parametros de OCT con

biomarcadores core de LCR para identificar individuos con patologia

Alzheimer cerebral sin demencia.

2.1.2. Comparar la utilidad de las principales variables de OCT con el volumen

del hipocampo para identificar individuos con patologia Alzheimer cerebral sin

demencia.

2.2. Explorar si los parametros de OCT se relacionan con dominios cognitivos

especificos como la memoria
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3. Material y métodos

3.1. Poblacion de estudio

La poblaciéon de estudio se compuso de voluntarios participantes en la Cohorte
Valdecilla para el Estudio de la Memoria y el Envejecimiento Cerebral, una cohorte
prospectiva que busca profundizar en el conocimiento sobre los cambios biolégicos y
cognitivos relacionados con las etapas precoces de la EA asi como investigar y validar
biomarcadores multimodales utiles como diagndstico de screening de la enfermedad.
En dicha cohorte se incluyen personas procedentes de la comunidad que sean
mayores de 55 afios y vivan en la region de Cantabria.

Los participantes se someten a un protocolo basal que comprende la entrevista clinica,
la evaluacidn neuropsicologica, la evaluacién oftalmoldgica, un estudio de
neuroimagen mediante RM craneal y recoleccion de muestras biologicas, incluyendo
plasmay liquido cefalorraquideo. El seguimiento longitudinal consiste en evaluaciones
anuales para un nuevo examen neuropsicoldgico y recogida de muestras de plasma.
El protocolo del estudio y el consentimiento escrito fue aprobado por el Comité de
Etica del HUMV (numero de referencia 2018.111) y se realizé de acuerdo con los
principios de la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes reclutados recibieron la
informacion apropiada en el consentimiento por escrito, no eran legalmente
incompetentes, y firmaron formularios de consentimiento por escrito antes de las

exploraciones.

3.2. Criterios exclusion
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Los criterios de exclusion fueron un diagnostico previo de demencia o cualquier otro
trastorno cognitivo; antecedentes personales de un trastorno psiquiatrico mayor,
enfermedad cerebrovascular, traumatismo craneo-encefalico grave, enfermedad de
Parkinson o cualquier otra condicidon neuroldgica o médica que pueda interferir con la
cognicion, un déficit severo de audicién y tratamiento cronico con anticoagulacion o
con cualquier medicamento conocido que afecte al estado cognitivo. En concreto, en
la primera visita del estudio se excluye la existencia de una demencia no
diagnosticada mediante una entrevista clinica, realizada por un neurélogo, y la escala
IDDD (del inglés, “Interview for Deterioration in Daily living activities in Dementia”) 4°?
Los criterios de exclusiéon oftalmoldgica fueron un error refractivo >6.0 o <6.0 D de
equivalente esférico o 3.0 D de astigmatismo, antecedente de cirugia ocular (excepto
cirugia de cataratas), AV mejor corregida menor de 20/40, PIO >18 mmHg o
antecedentes de PIO elevada, patologia de la retina y patologia del nervio éptico y
opacidades clinicamente relevantes de los medios épticos e imagenes de baja calidad

debido a una fijacion inestable.

3.3. Obtencion de datos

La exploracion de los sujetos tuvo lugar en el Servicio de Neurologia, en el Servicio

de Medicina Nuclear, y en el Servicio de Oftalmologia del HUMV en Santander.

Evaluacion neuropsicologica

Un objetivo secundario de este trabajo fue explorar si los parametros de OCT se
relacionaban con dominios cognitivos especificos como la memoria. Por lo tanto,

seleccionamos para nuestro analisis el test de memoria libre y selectivamente
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facilitado (FCSRT, del inglés “Free and Cued Selective Reminding Test”) 3¢7. Es un
examen de memoria episodica verbal que evalua la atencion y el procesamiento
cognitivo.

Adicionalmente, los participantes fueron evaluados con el MMSE como medida de

cognicién global 366

Adquisicion y analisis de muestras de LCR para el estudio de biomarcadores

Las muestras de LCR se recolectaron en tubos de polipropileno de 15ml (Sarstedt,
Ref # 62.554.002) y se transfirieron al Biobanco de Valdecilla donde se procesaron
dentro de las primeras 2 horas tras la adquisicion. Después de la centrifugacion
(2000gx10min, 4°C), se repartieron volumenes de 0,45ml de LCR en tubos de
polipropileno (WILMUT, Ref # W052960CL) y se almacenaron a -80°C hasta el
analisis. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente el mismo dia del
analisis, para evitar los efectos negativos de multiples ciclos de congelacion-
descongelacion, y se agitaron durante 5 a 10 segundos. Las pruebas de control de
calidad se realizaron al comienzo de cada dia para garantizar que todos los valores
medidos de cada nivel de control (bajo, medio y alto) estuvieran dentro de los rangos
objetivo.

Los niveles de AB42, de APso, tTau y pTauist fueron cuantificados mediante la
plataforma automatizada LUMIPULSE G600Il (Fujirebio Europa, Gante, Bélgica)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los niveles de AB42y AB4o se utilizaron para
calcular el ratio de B-amiloide (AB42/AB40). Utilizamos como marcador amiloide el ratio
AB42/AB40 para normalizar las diferencias interindividuales en la dinamica del LCR y

los factores de confusién pre-analiticos que afectan tanto a de AB42como a ABao.
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Los resultados se interpretaron de acuerdo con los puntos de corte establecidos en la
literatura 4%3. Segun esto, dividimos a los participantes en 6 grupos para el primer
analisis, considerando cada biomarcador de forma independiente: grupo AB42/AB4o

positivo y negativo, grupo tTau positivo y negativo y grupo pTau positivo y negativo.

Imagen de resonancia magnética nuclear

Todas las imagenes se adquirieron con el mismo escaner de resonancia magnética
3T Philips Medical Systems (Achieva, Best, Paises Bajos) utilizando una bobina de
deteccion de ocho canales. Se adquirié una secuencia sagital MPRAGE ponderada
en T1 con los siguientes parametros: angulo de giro 90°, tiempo de repeticion y tiempo
de eco mas cortos, tamafo de véxel 1.2 mm y 170 cortes contiguos.

En primer lugar, se inspeccionaron visualmente las imagenes para detectar artefactos
o anomalias anatomicas graves. Posteriormente, todas las imagenes fueron
procesadas Yy analizadas utilizando la caja de herramientas CAT 12

(http://www.neuro.uni-jena.de/cat/), implementada en el programa Statistical

Parametric Mapping (SPM12) en Matlab R2014b (MathWorks Inc., Natick, MA, USA;
The MathWorks Inc. 2012).

Para segmentar las imagenes obtenidas del hipocampo, se utilizé el protocolo
FreeSurfer automatizado (FreeSurfer Version 6.0
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu)). Este software es una herramienta importante de
mapeo del cerebro que facilita la visualizacion de las regiones funcionales de la
corteza cerebral altamente plegada. El procedimiento incluye la correccion de
movimiento y promediado de multiples imagenes volumétricas ponderadas en T1, la

extraccion de tejido no cerebral 4%, la segmentacion de las estructuras volumétricas
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de la sustancia blanca subcortical y de la sustancia gris profunda (incluyendo
hipocampo, amigdala, caudado, putamen, ventriculos) 4%, la normalizacion de la
intensidad de voxel 4% y una correccion topoldgica automatizada 4°’. Las medidas
volumétricas de las regiones subcorticales se obtienen de forma automatica mediante
el procesamiento de datos ("aseg.stats" en FreeSurfer). El control de calidad de los
datos adquiridos se realiz6 mediante el protocolo del Consorcio ENIGMA

(http://enigma.ini.usc.edu/).

Exploracion oftalmoldgica

o Historia clinica completa, con los antecedentes familiares y personales,
antecedentes personales oftalmolégicos y medicacion.

e Medicion de la AV mejor corregida (test Snellen).

e Medicion de la PIO con tondmetro de aplanamiento de Goldmann.

o El error refractivo se registré utilizando un autorefractémetro Canon RK-F1
(Canon USA Inc., Lake Success, NY, EUA).

e La LA se midi6 con Lenstar LS 900 (Haag Streit AG, Koeniz, Switzerland).

e Biomicroscopia con lampara de hendidura y examen de fondo de ojo, previa
dilatacion con una gota de tropicamida y fenilefrina.

« Tomografia de coherencia Optica Spectralis (SD-OCT) (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Alemania).

Cada paciente fue aleatorizado para decidir qué ojo se examinaria en primer lugar

372
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Protocolos de Tomografia de coherencia éptica Spectralis ®

Los examenes de SD-OCT fueron realizados por un oftalmélogo entrenado y
cualificado (AL-de-E). Solo se incluyeron exploraciones de alta calidad, definidas
como exploraciones con calidad de sefial >25 (donde el rango de puntuacién de
calidad es de 0 (mala calidad) a 40 (excelente calidad)), sin discontinuidad o
desalineacion, mala iluminacion, movimientos oculares sacadicos involuntarios o
artefactos. Las imagenes se adquirieron utilizando el software de seguimiento ocular
(TruTrack; Heidelberg Engineering GmbH), mejorando la reproducibilidad de los scans
408_

Se analizaron la capa de células ganglionares de la retina (CCGR), la capa de fibras
nerviosas de la retina (CFNR), la apertura de la membrana de Bruch (BMO-MWR) y
el grosor coroideo (GC). Los protocolos para realizar estas mediciones son los mismos
que utilizamos en el primer estudio, a excepcion del analisis de la CCGR para el cual

se utilizé un software diferente como se explica a continuacion.

- Protocolo de adquisicidn del espesor de la capa de células ganglionares
Se utilizd el software de analisis del polo posterior (PPA, del inglés “posterior pole
analysis”) de la SD-OCT para obtener exploraciones retinianas volumétricas (area de
exploracion: 30°x25°). La OCT dibuja automaticamente una linea que une el centro
de la fovea y el centro del disco 6ptico como linea de referencia, con una inclinacién
de la fovea al disco de 7°. A continuacion, se registran 61 exploraciones axiales (scan
de 1024 A/ linea) paralelas a la linea de referencia central. La calidad de los scans
se evalua mediante una escala de colores ubicada en la parte inferior de las imagenes

escaneadas. Una imagen obtenida en el rango verde se considerd de buena calidad
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para ser incluida en el estudio. Se determiné el grosor medio de la CCGR de cada
sector de 8x8 (3 x3°) (64 sectores). Para agilizar el estudio, se analizaron los datos de
las cuadriculas centrales 4x4. Las 16 cuadriculas se definieron por sectores como se
muestra en la figura 20: T, N, S e I. El sector S incluyo desde la cuadricula 1 a la 8,
mientras que el sector inferior incluyé de la 9 a la 16 (Fig.20).

Ademas, este protocolo incluye un mapa de desviacion de la CCGR que constituye
una representacion en escala de colores del dafo topografico de la CCGR. En él se
asignan colores a los valores numeéricos y representan el grosor maximo o minimo de
la CCGR. Los valores normales aparecen como areas rojas y las areas sin color
indican un grosor de la CCGR extremadamente bajo.

El analisis de segmentacién se realizé utilizando el software de segmentacion
Heidelberg (version 1.10.2.0) para calcular el grosor de la CCGR siguiendo las

recomendaciones de APOSTEL 409,
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Figura 20. Tomografia de coherencia 6ptica que muestra el analisis del polo posterior
de la capa de células ganglionares de la retina. El software de analisis del polo posterior
(PPA) registra 61 exploraciones axiales paralelas a la linea de referencia central que une el
centro de la fovea y el centro del disco 6ptico. (A) Determina el grosor medio de la capa de
células ganglionares de la retina (CCGR) de cada sector de 8x8, en total 64 sectores. (B) Se
analizaron los datos de las cuadriculas centrales 4x4, en total 16. Las 16 cuadriculas se
definieron por sectores como se muestra en el ojo derecho y el ojo izquierdo: temporal, nasal,
superior e inferior. La zona superior incluye desde la cuadricula 1 a la 8, mientras que el sector

inferior incluye de la 9 a la 16.
Abreviaciones: I, inferior; N, nasal; OD, ojo derecho; Ol, ojo izquierdo; S, superior; T, temporal.
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3.4. Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics V.20.0 (International
Business Machine Corporation, Armonk, NY, EE. UU.).

e En el primer analisis de datos, dicotomizamos la muestra de individuos segun su
status de biomarcador core de LCR, utilizando los puntos de corte previamente
establecidos (AB42/ABao + y -, tTau+ y - y pTau+y -) 403, A continuacion, se evaluaron
los posibles factores de confusidon comparando variables oftalmolégicas (como PIO,
paquimetria, LA y error refractivo) en estos grupos. Se calculé la media de los dos
ojos de cada individuo, para todas las mediciones de OCT (CCGR, CFNR, grosor del
TP, BMO-MWR y GC). Después, se realiz6 un analisis univariante usando la prueba t
de Student, comparando los parametros de OCT en el grupo de individuos APa2/ABao
positivo versus negativo, en el grupo tTau positivo versus negativo y en el grupo pTau
positivos versus negativos.

e En la segunda parte del trabajo, seleccionamos los parametros de OCT que en el
analisis univariante se asociaron significativamente al continuo Alzheimer para
estudiar su posible relacion con los niveles de biomarcadores en LCR y con el volumen
del hipocampo medido por RMN. Para ello se utilizé un modelo lineal generalizado,
siendo los datos cuantitativos de los biomarcadores la variable dependiente
(AB42/AB40o, pTau, tTau y volumen del hipocampo) y las medidas de OCT,
seleccionadas después del primer analisis, como las variables independientes. Se
incluyeron la edad y el sexo como covariables en todos los analisis. Utilizamos la tasa
de descubrimientos falsos (FDR, del inglés “False Discovery Rate”) para corregir el

uso de multiples test debido el nimero elevado de exploraciones por OCT 410,
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e Para la tercera parte, de nuevo se incluyeron solo aquellos parametros OCT que
fueron capaces de discriminar, a nivel nominal, entre biomarcadores en el analisis
univariante, para estudiar su posible relacion con las puntuaciones neuropsicologicas

(FCSRT) utilizando la prueba de correlacién de Pearson .

4. Resultados

4.1. Datos demograficos

Para el analisis final se incluyeron consecutivamente 191 ojos (la media de ambos
ojos) de 99 individuos (tabla 14). La media de edad fue de 64.7 + 6.3 afios,
predominando el sexo femenino (71%). La mayoria de los individuos eran

cognitivamente sanos (MMSE medio 28.94 (1.3) y el FCSRT medio fue 15.01 (2.43).

Tabla 14. Caracteristicas demograficas y clinicas, rendimiento neuropsicoldgico y

resultados de los biomarcadores.

Caracteristicas n= media 191 ojos de 99 sujetos
Edad (afnos) media (DE) 64.9 (6.6)

Ojos (% femenino) 1%

ES media (DE) 0.34 (2.04)

LA (mm), media (DE) 23.18 (1.4)

PIO media (DE) 13.62 (2.77)

Paquimetria, media (DE) 28.97 (1.21)

MMSE (0-30), media (DE) 28.94 (1.3)
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FCSRT 15.01 (2.43)

Biomarcadores LCR:

. AB4o, media (DE), pg/ml 10615.01 (3278.23)
. AB42, media (DE), pg/ml 819.78 (336.35)

. Ratio AB42/ AB4o, media (DE) 0.078 (0.02)

. total-Tau, media (DE), pg/ml 330.70 (137.25)

. Tau fosforilada, media (DE) 43.97 (26.35)

. Volumen de hipocampo, media (DE) 3266.08 (372.21)

Abreviaciones: AR, B-amiloide; DE, desviacion estandar; ES, equivalente esférico; FCSRT, test de
memoria libre y selectivamente facilitado; LA, longitud axial; LCR, liquido cefalorraquideo; PI1O, presién
intraocular.

Los datos obtenidos en el examen oftalmoldgico (PIO, LA, error refractivo,
paquimetria) se evaluaron como posibles factores de confusion, sin embargo, no
mostraron asociaciones significativas con los biomarcadores de LCR de la EA (tabla

15). Por ello, no se consideraron como factores de confusion para el analisis

estadistico.

Tabla 15. Andlisis de las variables oftalmolégicas como posibles factores de confusién.

Ratio Ap pTau tTau
Media + - p + - p + - p
PIO 14.5 13.5 0.122 | 1425 135 0.088 | 14.25 135 0.463
LA 23.16 23.07 0.110 | 2298 23.12 0.902 |23.12 23.07 0.264
ES 0.44 0.38 0.824 | 0.69 0.38 0.795 | 0.56 0.38 0.679
Paquimetria | 533.0 538.0 0.877 [531.5 538.0 0.478 |531.5 536 0.995

Abreviaciones AR, B-amiloide; ES, equivalente esférico; LA, longitud axial; P1O, presion intraocular;
pTau, Tau fosforilada; tTau, Tau total.
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4.2. Resultados del analisis univariante

Los resultados obtenidos en este analisis se muestran en la figura 21. Comparamos
los parametros medidos con la OCT (CFNR, CCGR, CG y BMO-MRW) entre el grupo
de individuos AB42/AB4o positivo versus negativo, entre el grupo de individuos pTau
positivo versus negativo y entre en el grupo tTau positivo versus negativo.

e Ninguna de las medidas de OCT discriminé significativamente entre individuos
positivos versus negativos para el biomarcador ratio AB42/ ABa4o.

e Encontramos cambios significativos en la CCGR, la CFNR y la BMO-MRW entre
los grupos pTau positivo y negativo. En el grupo pTau positivo el grosor de la CCGR
disminuyo en el sector 6 TS (p=0.044) y en el sector 7 NS (p=0.043), la CFNR
disminuy6 en el sector IT (p=0.049), y la BMO-MRW disminuyé en los sectores ST
(p=0.03) y SN (p=0.014).

e También encontramos cambios significativos en la CCGR y la BMO-MRW entre los
grupos tTau positivo y negativo. En el grupo tTau positivo el grosor de la CCGR
disminuy6 en los sectores 6TS (p=0.049), 7NS (p=0.035), 9Tl (p=0.046) y 13TI
(p=0.021). También, encontramos una reduccion en la media de la BMO-MRW
(p=0.002), y en el analisis sectorial, una reduccion significativa en el sector SN
(p=0.016).

¢ No se encontraron diferencias significativas en el grosor del tejido coroideo entre

grupos.

4.3. Resultados del analisis multivariante

En segundo lugar, se obtuvieron los resultados del analisis multivariante ajustado por

edad y sexo (tabla 16), para el cual utilizamos las medidas de OCT que mostraron una
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correlacion significativa con los biomarcadores de LCR en el analisis univariante
(CCGR, CFNR y BMO-MRW).

e De nuevo, el ratio AB42/AB4o no mostré ninguna asociacion significativa con las
medidas de la OCT.

¢ Niveles altos de pTau en LCR se relacionaron significativamente con una reduccion
del grosor de la CCGR en los sectores 6 TS, 9 Tly 13 Tl.

e Los niveles de tTau mostraron una correlacién negativa con el grosor de la CCGR
en los sectores 9 Tl, 13 Tl y 14 Tl (p < 0.05) y también de forma aislada con el sector
IN de la CFNR (B=-1,02+0,49, p=0,041).

e Ninguna de las medidas de BMO-MRW se asocio significativamente con alguno de
los biomarcadores de LCR.

¢ Los resultados del analisis multivariante para el volumen del hipocampo mostraron
una relacién importante con el grosor de la CCGR. Un mayor volumen de hipocampo
se asocio con un mayor grosor de la CCGR y viceversa. Como se muestra en la tabla
15, el grosor de las CCGR en los sectores 1 TS, 2 TS, 3 NS, 4 NS, 5TS, 8 NS, 9 T,
12 NI 13 TI, 14 TI, 15 NI y 16 NI se asocio significativamente al volumen del
hipocampo.

Ademas, el grosor medio de la CFNR mostré una asociacion significativa con el
volumen del hipocampo, asi como el analisis por sectores (IT, IN, Ny SN).

No se encontr¢ relacion entre el volumen del hipocampo y las medidas de BMO-MRW.
Después del ajuste estadistico con el FDR, la mayoria de los sectores de la CFNR y
de la CCGR mostraron una correlacion significativa con el volumen del hipocampo,
mientras que la correlacién con Tau no fue significativa (datos marcados con asterisco

en la tabla 16).
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4.4. Correlacion de los parametros de OCT con el deterioro de la memoria

Ninguna medida de OCT se correlacioné con las puntuaciones del FCSRT.
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5. Discusion

En este trabajo, analizamos la relacién entre los parametros de OCT de individuos
procedentes de la comunidad con su perfil de biomarcadores core en LCR y con el
volumen del hipocampo. Nuestros principales resultados muestran una asociacion
significativa de los niveles de los biomarcadores de Tau (pTau) y los de
neurodegeneracion (tTau y el volumen del hipocampo), con la reduccién del grosor de
la CCGR. En menor grado, detectamos una asociacion de los niveles de tTau y el
volumen del hipocampo con el grosor de la CFNR.

A pesar de la naturaleza exploratoria de nuestro estudio, la consistencia de los
resultados es notable ya que todos los sectores de la CCGR correlacionados
significativamente, mostraron el mismo patron: niveles elevados de tTau o pTau en el
LCR se asocian a un adelgazamiento de la CCGR. En relacion al volumen del
hipocampo, detectamos una correlacion positiva: un mayor volumen de hipocampo se
asocio con una CCGR mas gruesa y viceversa. Encontramos el mismo patrén en el
analisis de la CFNR. Después de ajustar utilizando el FDR, solo el volumen del
hipocampo se asocié con el grosor de la CCGR y la CFNR.

El GC no mostré ninguna correlacion significativa con los biomarcadores del LCR y
las mediciones de la BMO-MRW se asociaron con los niveles de pTau y tTau en
sectores aislados, pero no sobrevivieron al analisis multivariante. Ninguna de las
mediciones de OCT se asocio con el biomarcador amiloide (ratio AB42/AB4o en LCR).
Finalmente, no encontramos asociacion entre la prueba de memoria episoddica,
FCSRT vy los datos de la OCT, lo que es concordante con la hipétesis de que los

cambios en la retina preceden a los problemas cognitivos.
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5.1. Variables significativas de OCT en fase preclinica de la enfermedad de
Alzheimer

En nuestro estudio comparamos los datos obtenidos en la OCT (CFNR, CCGR, GC y
BMO-MRW) entre el grupo de individuos AB42/AB4o+ versus AB42/AB4o-, entre el grupo
de individuos pTau+ versus pTau- y entre en el grupo tTau+ versus tTau- (Fig. 21).
Ninguna medida de OCT discriminé significativamente entre individuos positivos y
negativos para el ratio AB42/AB40. Los hallazgos significativos mas notorios fueron el
adelgazamiento de la CCGR, de la CFNR y de la BMO-MRW en sujetos positivos para
pTauy tTau. El GC no mostré ninguna correlacién significativa con los biomarcadores
del LCR. Estos hallazgos nos permitieron seleccionar los parametros de OCT que
evaluariamos en el analisis multivariante, para buscar una posible correlacién con

estos biomarcadores core de LCR y el volumen del hipocampo.

Ningun estudio clinico previo habia evaluado la patologia AB, pTau y tTau, cada uno
de forma independiente, con los parametros de OCT. Los estudios similares que se
han realizado hasta la fecha han estudiado las medidas de OCT en sujetos en la fase
preclinica de la EA con resultados variables y poco concluyentes.

Los criterios para diagnosticar y clasificar a los pacientes fueron diferentes segun si
utilizaron PET-AR 222297,303,310,313,323324 ' RMN 299.300 o9 AR y Tau en LCR 3%, incluso
hubo uno que no utilizé biomarcadores 337,

En cuanto a sus resultados, la mayoria no encontraron diferencias significativas entre
sujetos AR+ y AR- 299300310313,323  Jn estudio mostré una reduccién del GM 337,
mientras que otro estudio mostré un engrosamiento del mismo 324, Santos et al. mostro

una disminucién del grosor medio de la CFNR a nivel macular y de la CPE y la CNIl en
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el sector | 319, Asanad et al. fue el Unico que encontrd una reduccion significativa de la
CFNR en AR+ 3%, Algunos de estos estudios, ademas, complementaron su
investigacion buscando una relacién entre la OCT y los biomarcadores como veremos

a continuacion.

5.2. Vinculo de la OCT con los biomarcadores de Alzheimer

En el segundo analisis comparamos los niveles cuantitativos de AB, pTau y tTau y el
volumen del hipocampo con los datos significativos de OCT obtenidos en el analisis
univariante, para valorar una posible correlacién entre ellos.

Ninguna de las variables de la OCT se asocio con los niveles de AB42/AB4o, sugiriendo
que el dafio en la retina no sucede de forma tan precoz. Nuestros resultados muestran
una relacion significativa entre el adelgazamiento de la CCGR y niveles altos de pTau,
niveles altos de tTau, y una reduccion del volumen del hipocampo. Como se observa
en la figura 22, el dafio de las CGR se produce en la macula, en la zona temporal
inferior, relacionado con pTau. El dafo es un poco mayor en esa misma zona para
niveles de tTau, mientras que se extiende a toda la periferia macular relacionado con
el dafo del hipocampo. La CFNR se asocia significativamente con los biomarcadores
de neurodegeneracion. Niveles altos de tTau se relacionan con el dafio del sector IN
de la CFNR, y la atrofia del hipocampo se relaciona con el dafio del grosor medio de
la CFNR y de los sectores IT, IN, N y SN. Los valores significativos de la BMO-MRW
no sobrevivieron al analisis multivariante.

Dada la afectacion predominante de la CCGR sobre la CFNR en nuestro grupo de
sujetos en fase preclinica, sugerimos que existe un dafio inicial en las neuronas antes

que en sus axones, probablemente, por el depdsito de AR o Tau en las CGR.
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Figura 22. Representacion del adelgazamiento de la capa de células ganglionares de la
retina en relaciéon con los niveles en liquido cefalorraquideo de pTau, tTau y el volumen

del hipocampo. El analisis del polo posterior (PPA) de la tomografia de coherencia éptica
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(OCT) divide la macula en 16 sectores. Nuestros resultados muestran una relacién significativa
entre el adelgazamiento de la capa de células ganglionares de la retina (CCGR) y niveles altos
de pTau, niveles altos de tTau, y una reduccion del volumen del hipocampo. Las imagenes
superiores, correspondientes al ojo derecho e izquierdo, muestran el dafo de la CCGR
(circulos rojos) relacionado con niveles altos de pTau. Las imagenes centrales muestran el
dafio de la CCGR relacionado con niveles altos de tTau; el dafio es un poco mas extenso
respecto a la imagen superior. Por ultimo, las imagenes inferiores muestran el dafo de la
CCGR relacionado con atrofia del hipocampo; el dafio de la CCGR es mas extenso que en las

imagenes superiores y centrales, extendiéndose hacia la periferia de la macula.

En relaciéon con esto, un nimero limitado de estudios ha analizado el vinculo entre los

biomarcadores de EA y las mediciones de OCT.

OCT versus biomarcadores de neurodegeneracion

La mayor parte de los estudios compararon los parametros de OCT con la RMN dada
su mayor accesibilidad 299.300,307,315,333,356,358-360 Den Haan et al. ha realizado varias
investigaciones sobre esto. En dos estudios en sujetos con EA y CS, mostraron que
el GM se correlacionaba con la atrofia cortical parietal y global, pero no con la atrofia
del I6bulo temporal medial en el total de pacientes°” ni con lesiones en la sustancia
blanca 3'5. De acuerdo con nuestros resultados, Ong et al. sugirié especificamente
que la CCGR y la CPI podrian ser mejores indicadores de neurodegeneracion que la
CFNR ya que sus resultados mostraron una asociacién entre el adelgazamiento de la
CG+CPIl y un menor volumen de materia gris en el I6bulo occipital y temporal en una
poblacion heterogénea (CS, EA, DCL) 3%, Casaletto et al. demostraron una asociacion
entre la reduccién de la CCGR y la CFNR con la atrofia del I6bulo temporal medial
(LTM) en adultos mayores cognitivamente sanos. Destacaron que esta relacion era

exclusivamente con el LTM y no eran evidentes en otras regiones del cerebro
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asociadas con el envejecimiento general o incluso en areas afectadas en etapas
posteriores de la EA. Esto sugiere una relacion altamente especifica entre la retina y
los sistemas neuronales involucrados en la memoria pudiendo ser reflejo de un
proceso temprano de la EA, dado que la degeneracion del LTM es una caracteristica
distintiva de la EA tipica y DCL por EA 3%,

En resumen, de acuerdo con nuestros resultados, varios de estos estudios asociaron
un menor volumen del LTM o del hipocampo con una la reduccion de la CCGR 299.300
y de la CFNR 299:300.359.360 Gjguiendo esta linea de investigacion, un analisis histolégico
en un modelo de ratdbn mostré que la degeneracién de las dendritas de las CGR ocurre
al mismo tiempo que la pérdida de las espinas dendriticas de las neuronas el
hipocampo 4''. Este dafio del hipocampo es una caracteristica clave de muchos

modelos de EA 412,

OCT versus PET-AB

Varios estudios compararon el dafo en la OCT con la acumulacién de AR cortical
definida por PET-AR 2°7303310323324 Marquié et al. demostré que cada 1um de
aumento del GM en la regién nasal retiniana conferia mayor probabilidad de presentar
un estado AB+ Al igual que nosotros, sugirid que en la fase preclinica de la EA ya
existen cambios en la retina, pero a diferencia de nuestro estudio, correlacionados con
la captacion cerebral de AR 324, Santos et al. encontraron Unicamente adelgazamiento
de la CFNR en los sujetos con EA preclinica en relacion con los CS, y relacionaron

este darfio con una mayor acumulacién de AB neocortical detectada por '®F-FBP PET

310
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Dos estudios no encontraron una relacién significativa entre el depdsito de AB cerebral
y la OCT 303323 3 pesar de que Golzan et al. si mostré adelgazamiento de la CCGR
en sujetos preclinicos AR+ 303:323,

Creemos que estas diferencias respecto a nuestro estudio puede deberse a que el
tamafno de la muestra que incluyen es pequefia. Ademas, en nuestro estudio
empleamos biomarcadores core de LCR conocidos por detectar patologia amiloide

cerebral antes que la PET 413,

OCT versus ABy Tau en LCR

Asanad et al. desarrollé un estudio en sujetos cognitivamente sanos, divididos en 2
subgrupos definidos por sus biomarcadores en LCR: AT+(27) y AT-(16) segun la
clasificacion AT(N) y evaluaron la patologia retiniana (por OCT) en relacion con AB y
Tau en LCR 326, No encontraron cambios significativos en la CG+CPI entre grupos,
pero si una reduccion del grosor medio de la CFNR en AT+ sugiriendo, al contrario
gue nosotros, que el dafio axonal precede al dafo de las CGR. Su analisis revela una
fuerte correlacion entre AB42/Tau y la reduccién de la CFNR, superando el rendimiento
de estas proteinas individualmente. Aun asi, el analisis por separado revelé que el
grosor de la CFNR se asocido mas a los niveles de tTau que de A, al igual que
nosotros. Esta relacién observada entre los niveles de proteinas en LCR y la retina
fue similar a la observada en el cerebro (AB en LCR esta inversamente correlacionada
con la carga de AB cerebral y Tau en LCR esta directamente correlacionada) 326. En
otro estudio, Querques et al. mostré una correlacion positiva de la CCGR, el GM y la

CPI con los niveles de AB en LCR, y, de forma similar a nosotros, una correlacion
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inversa de la CCGR y la CPI con los niveles de pTau en LCR en una muestra de
pacientes heterogénea (EA, DCL, CS) 312,

El primer estudio es opuesto a nuestra hipotesis final, pero es interesante la asociacion
de la CFNR con Tau especialmente 326. Nuestros hallazgos muestran una asociacién
del grosor de la CCGR y, en menor medida, de la CFNR con los niveles de Tau en
LCR. Estos hallazgos estan respaldados por estudios recientes que ilustran el papel
de la disfuncion de Tau en la EA presintomatica, por lo que la patologia Tau de la
retina puede preceder a la patologia del cerebro y al deterioro cognitivo 294,

Otros estudios que han comparado la CFNR y la CCGR con AR y Tau en LCR, no

encontraron una relacion significativa 307315338

5.3. Progresion del dafio retiniano en el continuo de la enfermedad de Alzheimer
El sistema AT(N), desarrollado recientemente por el NIA-AA, clasifica a los pacientes
segun los biomarcadores validados de la EA, independientemente de su estado
cognitivo (tabla 1). Esta actualizacion ha redefinido la EA segun los procesos
patologicos subyacentes de la enfermedad 8°. Basandose en el razonamiento de que
la EA es un continuo, esta clasificacion define los cambios patoldgicos secuenciales
comenzando con la deposicion de AR seguida de patologia Tau y, finalmente,
neurodegeneracion %.

De acuerdo con el modelo dinamico de biomarcadores. °’, nuestros resultados
muestran que el dano de las CGR es mas extenso en aquellos individuos cuyo perfil
de biomarcadores mostré un curso de enfermedad mas avanzado. Como se aprecia
en la figura 22, el dafo de las CGR relacionado con pTau se localiza en el sector

temporal inferior del area macular; este dafio progresa relacionado con tTau, y la
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alteracion de la CCGR es mucho mayor relacionado con una mayor atrofia del
hipocampo.

Respecto al adelgazamiento de la CFNR, se afecta el sector IN relacionado con tTau,
y los sectores IN, N, SN e IT relacionados con el volumen del hipocampo. También se
aprecia un dafo de la CFNR que podemos considerar progresivo, menor
adelgazamiento relacionado con Tau y este dafio va aumentando relacionado con la
atrofia del hipocampo. Dado que la CFNR no presenta cambios en relacion a los
niveles de pTau, segun el modelo de aparicidn de los biomarcadores, consideramos
que el dano de las CCGR puede preceder al dafio axonal.

Esta teoria se ve respaldada por estudios histologicos que muestran el depdsito A
de manera predominante en la CCGR, incluso en etapas preclinicas de la enfermedad
113,159,163-165 | 3 patologia Tau retiniana es menos conocida, pero los estudios en
modelos de ratén hasta fecha también demostraron mayor afectacién de las capas
internas de la retina (capas plexiformes, la CNI y la CCGR) 85189 Algunos estudios
de OCT también apoyan esta teoria 288312

A pesar del disefio transversal de nuestro estudio, la correlacion negativa entre el
grosor del sector T periférico de la CCGR y los niveles de pTau en LCR, sugiere que
es en este sector donde podriamos encontrar los primeros cambios degenerativos
relacionados con la EA en la retina de individuos cognitivamente sanos.

Las CGR se encuentran distribuidas por toda la retina pero su gran mayoria se
concentra en el area macular '"°. La evidencia histolégica muestra una mayor
afectacion de estas neuronas en la region media periférica y periférica de la retina en
la EA 196161190 Eg dificil que los estudios de OCT reflejen este dafio de la retina, dado

que el analisis habitual de las CGR se realiza en el area macular en el polo posterior
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(compuesta por un mayor porcentaje de CGR-P, que caracteristicamente se afectan
menos en la EA). Los primeros analisis histoldgicos de la retina central en sujetos con
EA mostraron un dafio difuso de la CCGR '%4 asi como un adelgazamiento preferencial
del sector T '%7. Un estudio reciente ha detectado que el dafio de la retina temporal en
periferia media mostraba una relacion significativa con mayor numero placas
neuriticas cerebrales y con la AAC, lo que llevo a los autores a sugerir que esta podria
ser la ubicacion éptima para la deteccion ocular in vivo de la EA 10, De acuerdo con
estos estudios %%, nuestros resultados muestran una afectacion de la CCGR en el
sector Tl de la zona mas periférica dentro de la macula, que puede corresponderse 0
bien con el dafio descrito en esta zona dentro de la macula ', o bien puede estar
relacionado con un potencial dafio de las CGR de media periferia en el sector | 196:190,
Respecto a la CFNR, en nuestro estudio mostramos una afectacion de los sectores
IN, N, SN e IT, mostrando un posible dafio de los axones de gran diametro que
confluyen en esos cuadrantes. Las razones por las que las CGR-M son mas
vulnerables en la EA aun se desconocen, pero podrian estar relacionadas con la
diferente vulnerabilidad de las CGR al depdsito de amiloide y Tau. De hecho, ya se ha
demostrado la afectacion preferencial de las CGRm en la EA, caracterizadas por un

gran soma y dendritas ramificadas, de manera similar a CGR-M 152

5.1. Limitaciones

Una posible limitacién técnica de nuestro estudio es que el GC se midié manualmente
después de la exploracion con EDI-OCT, lo que nos proporcion6 un analisis coroideo
basado en mediciones subjetivas no automatizadas. Es una forma validada de

medicion y es ampliamente utilizada para estudiar el GC 3%,
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Por otro lado, el tamafio de la muestra es pequefio en comparacion con la gran
cantidad de parametros medidos en la OCT, lo que podria aumentar la probabilidad
de falsos positivos. Por este motivo, disefiamos el analisis estadistico en dos partes
para minimizar el error tipo 1 y realizamos una correccién con el FDR debido a la
cantidad de areas analizadas. Ademas, creemos que la consistencia de las
asociaciones entre la OCT con varios biomarcadores de significado similar, como tTau

y el volumen del hipocampo, mejoro la fiabilidad de los resultados.

Desde nuestro punto de vista, este estudio refleja dos cosas importantes. Por un lado,
se ha realizado en sujetos en fase preclinica de la EA. Esta etapa se ha convertido en
objetivo clave de estudio para las intervenciones terapéuticas, por lo que es importante
encontrar un biomarcador no invasivo capaz de identificar estos sujetos.

Y por otro lado, los voluntarios fueron clasificados con biomarcadores de LCR, que
detectan los cambios patoldgicos de la EA antes que la PET 4'3. Estudiamos primero
si existia alguna alteracion en los parametros de OCT dividiendo nuestro grupo segun
su perfil de biomarcadores, y después realizamos un analisis cuantitativo entre OCT

y biomarcadores con el objetivo de validar la OCT como un nuevo biomarcador de EA.

5.2. Conclusion

Nuestro principal hallazgo fue la asociacién significativa entre el grosor de la CCGR,
medido por OCT, con Tau y con los biomarcadores de neurodegeneracion en
individuos sin deterioro cognitivo. Segun nuestros resultados, los sectores periféricos
temporales de la macula en la CCGR pueden representar las areas con mayor

potencial clinico para la deteccion temprana de la EA; sin embargo, esta hipotesis
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requiere de estudios sucesivos en una poblacion mayor para evaluar su utilidad clinica.
Aunque el presente trabajo constituye la cohorte mas grande hasta la fecha de
individuos sin deterioro cognitivo evaluados con OCT y con biomarcadores validados
de EA, nuestros resultados deben considerarse exploratorios. Se necesitan
investigaciones futuras que incluyan muestras mas grandes y analicen
prospectivamente los cambios en el tiempo de los parametros que nos aporta la OCT,
y asi optimizar la utilidad diagnéstica de esta modalidad de imagen retiniana para el

diagnostico de EA preclinica.
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1. La capa de fibras nerviosas de la retina sufre un dafio en los pacientes con
enfermedad de Alzheimer, de forma preferencial en el sector temporal superior e
inferior en etapa de demencia y en el sector temporal superior en etapa de deterioro

cognitivo leve.

2. Se aprecia una reduccion del grosor de la capa de células ganglionares de
la retina lineal en el tiempo, siendo mayor cuanto mas avanzado es el deterioro
cognitivo de los pacientes con enfermedad de Alzheimer. Los pacientes en fase de

demencia presentan un dafo generalizado de las neuronas de dicha capa retiniana.

3. Detectamos una tendencia lineal de adelgazamiento del grosor coroideo en
los pacientes con deterioro cognitivo leve, que se acentua en los pacientes con
demencia. El grosor coroideo medido a 1000um inferior a la févea constituyo el valor
mas sensible y especifico para detectar cambios entre sujetos en fase de demencia

por enfermedad de Alzheimer y controles sanos.

4. La afectacién de la capa de células ganglionares y la capa de fibras

nerviosas de la retina precede al daino cognitivo en la enfermedad de Alzheimer.

5. Los sectores periféricos temporales de la capa de células ganglionares en

la macula pueden representar el area de la retina con mayor potencial clinico para la

deteccion temprana de la enfermedad de Alzheimer.
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6. Existe una relacion entre el grosor de la capa de células ganglionares de la
retina y en menor medida, entre el grosor de la CFNR, y la patologia Tau y los

biomarcadores de neurodegenracion de la enfermedad de Alhzeimer.
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Abstract Introduction: The objective of this study was to investigate and compare optic nerve and retinal
layers in eyes of patients with mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer’s disease (AD)
with paired control eyes using optical coherence tomography.

Methods: Sixty-three eyes of 34 subjects, 12 eyes with AD and 51 eyes with MCI, positive to ''C-
labeled Pittsburgh Compound-B with positron emission tomography (''C-PiB PET/CT), and the same
number of sex- and age-paired control eyes underwent optical coherence tomography scanning analyzing
retinal nerve fiber layer (RNFL), ganglion cell layer (GCL), Bruch’s membrane opening—minimum rim
width (BMO-MRW), inner plexiform layer (IPL), outer nuclear layer, and lamina cribrosa (LC).
Results: Compared with healthy controls, eyes of patients with positive ''C-PiB PET/CT showed a
significant thinning of RNFL (P < .028) and GCL (P < .014). IPL and outer nuclear layer also
showed significant thinning in two (P < .025) and one location (P < .010), respectively. No sig-
nificant differences were found when optic nerve measurements BMO-MRW and LC were
compared (P > .131 and P > .721, respectively). Temporal sector GCL, average RNFL, and tem-
poral sector RNFL also exhibited significant thinning when MCI and control eyes were compared
(P =.015, P = .005 and P = .050, respectively), and also the greatest area under the curve values
(0.689, 0.647, and 0.659, respectively). GCL, IPL, and RNFL tend to be thinner in the AD group
compared with healthy controls.

Discussion: Our study suggests that RNFL and GCL are useful for potential screening in the early
diagnosis of AD. LC and BMO-MRW appear not to be affected by AD.

© 2019 The Authors. Published by Elsevier Inc. on behalf of the Alzheimer’s Association. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).
Keywords: Alzheimer disease; retinal nerve fiber layer; optical coherence tomography; ganglion; ganglion cell layer; positron
emission tomography; mild cognitive impairment; lamina cribrosa; bruch’s membrane opening—minimum rim
width
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1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a complex neurodegenera-
tive disorder and the leading cause of dementia [1]. Well-
known neuropathological hallmarks of AD are intracellular
neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau protein
(p-Tau) and extracellular amyloid B (AB) protein deposits
throughout the brain, which distinctly contribute to a defin-
itive diagnosis of AD [2]. These neuropathological changes
are believed to develop 15-20 years before the onset of clin-
ical dementia [3]. Mild cognitive impairment (MCI) is the
prodromal phase of AD, during which objective cognitive
problems but no functional impairment are observed [4].
Different in vivo biomarkers have been studied in the early
diagnosis of AD [4], leading to the incorporation of three
core cerebrospinal fluid (CSF) biomarkers for AD into mod-
ern diagnostic research criteria: the 42—amino acid form of
AP (Ap42), total tau (T-tau), and phosphorylated tau (P-
tau) [5]. AP pathology is detected by decreased AP levels
in CSF or with positron emission tomography/computed to-
mography (PET/CT) imaging using ''C-labeled Pittsburgh
Compound-B (C-PiB) ligand [3], whereas neuronal injury
is reflected by either cortical atrophy on magnetic resonance
imaging (MRI), hypometabolism on fluorodeoxyglucose-
PET/CT (FDG-PET/CT), and other amyloid PET radio-
tracers, or increased T-tau and/or p-Tau levels in CSF
[6,7]. Nevertheless, current diagnostic modalities for AD
are restricted by standardization problems and invasiveness
in the case of CSF markers, and high costs and limited
availability in the case of amyloid PET [8.9]. These factors
have prompted the investigation of cheaper and less-
invasive AD biomarkers.

It has long been recognized that patients with early AD
showed visual function impairments [ 10]. Moreover, several
studies using optical coherence tomography (OCT) [11-17]
to analyze different eye structures have reported retinal and
optic nerve changes in patients with AD and MCI. Studies in
patients with AD have shown retinal nerve fiber layer
(RNFL) thinning [11-17], retinal ganglion cell layer
(GCL) degeneration [12,15], choroidal thickness changes,
and vascular alterations. However, the diagnosis of AD in
nearly all studies was made using the Mini—Mental State Ex-
amination and was not supported with biomarkers, which
might imply a variable degree of case misclassification,
affecting statistical power and the interpretation of results.

Lamina cribrosa (LC) has been studied in other neurode-
generative diseases, including Parkinson’s disease [18], but
until now, LC has not been measured in AD. Similarly, Bru-
ch’s membrane opening—minimum rim width (BMO-MRW)
has not been previously measured in patients with AD. This
parameter measures the neuroretinal rim from the BMO to
the nearest point on the internal limiting membrane, and
the shortest distance constitutes a measurement that reduces
interindividual variation, while providing higher sensitivity
and specificity compared with RNFL in patients with glau-
coma [19].

230

The aim of this study was to assess anatomic variations in
the optic nerve and retina of amyloid-positive patients
defined by ''C-PiB PET/CT and in age- and gender-
matched healthy controls (HCs), using OCT analyses,
including RNFL, GCL, LC, and BMO-MRW, for a better un-
derstanding of the damage this disease causes in the eye, and
to determine the best OCT biomarkers in patients with AD
and prodromal MCI. To the best of our knowledge, this
might be the first report that analyzes OCT changes in indi-
viduals with cognitive impairment and positive ''C-PiB
PET/CT, and LC and BMO-MRW in patients with AD.

2. Methods
2.1. Patient/subject groups

We conducted a cross-sectional study of Caucasian pa-
tients with MCI and AD compared with cognitively healthy
age- and gender-matched controls recruited consecutively
from the Neurology and Ophthalmology departments of
the University Hospital Marqués de Valdecilla (UHMYV), be-
tween May 2016 and June 2018. HCs were matched with
MCI and AD separately and with both groups together.
Indeed, AD and MCI were compared.

HCs were volunteers recruited among the family mem-
bers of patients attending the ophthalmology clinic with a
complaint of dry eye. They were n’ot screened with neuro-
psychological tests or ''C-PiB PET/CT.

The study protocol was approved by the Ethics Commit-
tee of the UHMYV, and it was performed in accordance with
the principles of the Declaration of Helsinki. Written con-
sent forms were signed by all participants before the exam-
inations.

2.2. Inclusion and exclusion criteria

All patients met research diagnostic criteria for AD and
MCI [20]. Cases were confirmed in the neurology clinic as
part of the Valdecilla Cohort for Memory and Brain Aging,
a prospective study to evaluate early disease changes in non-
demented individuals. Patients older than 55 years with a
classic (amnesic) clinical presentation of AD or MCI and
positive ''C-PiB PET/CT scan were recruited. Diagnoses
were established by a clinical committee of four neurologists
(S.L.-G., P.S.-]., ER.-R., and C.L.) and two neuropsycholo-
gists (A.P., M.G.-M.). All patients were assessed by a multi-
disciplinary team to exclude other neurological or
psychiatric etiologies. Structural neuroimaging with CT or
MRI was performed. All participants underwent a compre-
hensive neuropsychological battery conducted by two
trained neuropsychologists (A.P., M.G.-M.), that included
the main cognitive domains (memory, language, praxis, vi-
sual perception, and frontal functions). All patients under-
went ''C-PiB PET/CT at the Nuclear Medicine
Department of the UHMV. ''C-PiB synthesis and image
acquisition have been described elsewhere [21]. PET/CT
scans were visually interpreted by two experienced nuclear
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medicine specialists (J.J.-B., I.B.) as positive or negative for
cortical PiB uptake.

Exclusion criteria included a refractive error >6.0 diop-
ters (D) of spherical equivalent or 3.0 D of astigmatism,
any history of ocular surgery, ocular disease, best-corrected
visual acuity as poor as 20/40, intraocular pressure
(I0P) > 18 mm Hg, past history of raised IOP, neuroretinal
rim notching, or optic disc hemorrhages. Similarly, other
exclusion criteria included clinically relevant opacities of
the optic media and low-quality images due to unstable fixa-
tion, or severe cataract (patients with mild to moderate cata-
ract might be enrolled in the study, but only high-quality
images were included). Subjects with a history of neurolog-
ical or psychiatric disorder, any significant systemic illness,
poor collaboration due to neurological dementia stage or un-
stable medical condition (e.g., active cardiovascular dis-
ease), and current use of any medications known to affect
cognition (e.g., use of sedative narcotics) were also excluded.

2.3. Ophthalmic assessment

All subjects underwent a thorough ophthalmic examina-
tion on the day of OCT imaging, including best-corrected vi-
sual acuity (Snellen charts), refraction, IOP measurement
with Goldmann applanation tonometer, anterior segment
biomicroscopy, and dilated fundus examination. The refrac-
tive error was recorded using an Autorefractometer Canon
RK-F1 (Canon USA Inc., Lake Success, NY, USA). Axial
length was measured by Lenstar LS 900 (Haag-Streit AG,
Koniz, Switzerland).

Each patient was randomized to decide which eye was to
be examined first, using the method described by Dulku [22].

2.4. Optical coherence tomography imaging

A single, well-trained ophthalmologist (A.C.), who was
masked to the diagnosis of the patients, performed all
OCT examinations. Participants received one drop of tropi-
camide 1% and phenylephrine per eye for pupil dilation
before OCT imaging.

Retinal thickness was measured with spectral-domain
(SD) Spectralis SD-OCT (Heidelberg Engineering, Heidel-
berg, Germany) using the images obtained by posterior
pole analysis scan. Using this protocol, the OCT instrument
automatically delineates a line joining the center of the fovea
and the center of the optic disc as a reference line. There-
upon, 61-line scans (1024 A scans/line) parallel to the cen-
tral reference line are recorded. The quality of the scans is
indicated on a color scale at the bottom of the scanned im-
ages. Only scans in the green range were considered of suf-
ficiently good quality for inclusion in this study. The
automatic real-time tracking of these scans was 25. A
masked investigator (A.L.-de-E.) examined all images of
each eye to identify any segmentation or centered errors in
the images. The average retinal layer measurement of each
3° x 3° sector was determined, which made up the 4 sectors

(superior, temporal, inferior, and nasal). Segmentation anal-
ysis was performed using Heidelberg segmentation software
(version 1.10.2.0) to calculate thickness of the GCL, inner
plexiform layer (IPL), and outer nuclear layer (ONL)
(Fig. 1A) considering APOSTEL recommendations [23].

The new GMP Edition provided by Spectralis 6.0c
version was used, including 24 radial and 3 circular scans.
BMO-based MRW is automatically centered at the optic
nerve head, and 24 radial B-scans were acquired over a
15° area. The shortest distance from each identified BMO
point to the internal limiting membrane (Fig. 1B) was
measured. After image acquisition, the BMO segmentation
was reviewed and confirmed by a trained examiner (A.C.).
RNFL thickness measurements of each individual eye
were normalized for anatomic orientation of the fovea to op-
tic nerve to an accurate and consistent positioning of the
RNFL thickness measurement across eyes (automatic real-
time tracking mean 100). Although the new module includes
3 circle scans (inner circle: 3.5 mm, middle circle: 4.1 mm,
and outer circle: 4.7 mm), we registered only the figures pro-
vided by the inner circle scan (standard) (Fig. 1C). Six sector
areas (superotemporal, superior, superonasal, inferonasal,
inferior, and inferotemporal) and the average were measured
in both analyses.

LC was measured by performing one vertical scan closest
to the optic nerve head center, at the point where the visibility
of the anterior LC surface was as complete as possible, by
excluding the main vessels using enhanced depth image tech-
nology, with an average of over 100 scans using the automatic
averaging mode. A reference line connecting the two Bruch’s
membrane end points was drawn, and three equidistant points
(inferior, middle, and superior), corresponding to one-third
and one-half of this reference, were matched to the anterior
prelaminar tissue surface and anterior LC surface (Fig. 1D).
Prelaminar tissue thickness (PTT) and anterior LC surface
depth were measured at the three aforementioned points.
PTT was defined as the distance between the anterior prelami-
nar tissue surface and anterior LC surface. Anterior LC sur-
face depth was determined by measuring the distance from
the reference line to the level of the anterior LC surface. Mea-
surements were made using the SPECTRALIS software
manual caliper tool by the aforementioned masked investiga-
tors (A.L.-de-E., A.C.).

2.5. Statistical analysis

Student’s t-test for dependent samples was used to
compare RNFL, BMO-MRW, and GCL between patients
with AD and healthy gender- and age-matched controls.
The intraclass correlation coefficient (ICC) was used to eval-
uate interobserver reproducibility in LC measurements and
consequently the reliability of the results of the measure-
ments that were manually quantified.

A receiver operating characteristic curve was used to
assess the discrimination value of the OCT analyses. We
used the area under the receiver operating characteristic
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Fig. 1. A representation of retinal layers and optic nerve changes that could be depicted in AD by optical coherence tomography (OCT) in a 67-year-old man.
The software automatically marked the following layers in a single horizontal foveal scan: (A) ganglion cell layer (GCL) analysis showing a diffuse decrease in
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curves (AUCs) to assess the ability of GCL and RNFL thick-
nesses to discriminate AD, MCI, and AD/MCI from HC
[24]. All statistical analyses were performed using IBM
SPSS Statistics V.20.0 (International Business Machine Cor-
poration, Armonk, NY, USA).

2.6. Data availability

All data generated or analyzed during this study are
included in the main manuscript and its supplementary infor-
mation files.

3. Results

In total, 51 MCI eyes and 12 AD eyes from 34 patients,
and 63 eyes from 32 HCs were included in the final analysis
on the basis of inclusion and exclusion criteria. Five
PiB+ eyes were omitted because of poor collaboration.

The demographic and clinical characteristics of patients
with AD and controls showed no significant differences be-
tween both groups, see Table 1. Mean age was
73.5 % 6.0 years (age range: 5785 years). All eyes included
were phakic.

Table 2 shows the relationship of RNFL, BMO-MRW,
ONL, IPL, and GCL with PiB+, MCI, AD, and the cogni-
tively healthy control group (HC).

GCL thickness showed a significant reduction across the
MCI group in the temporal sector compared with the HC group
(42.2 = 84 pm in MCI and 46.1 = 6.1 pm in HC; P = .015).
Compared with HCs, patients with AD had GCL thickness
reduction significantly in the superior sector (44.3 = 14.9 pm
in AD and 552 = 54 pm in HC; P = .050). More significant
differences were identified when both groups (MCI and AD)
were compared with controls, including significant thinning of
GCL in all locations (P < .014).

IPL was significantly reduced in the superior and nasal re-
gions in the PiB+ group (P = .011 and P = .025, respec-
tively) and in all superior, inferior, temporal, and nasal
sectors in the AD group (P = .026, P = .007, P = .044,
P =.009; respectively), whereas the results in the MCI group
were not significant.

ONL showed significant changes in the superior sector in
the MCI group (63.3 = 11.6 pmin MCI and 68.1 = 11.3 um
in HC; P = .048) and in the PiB+ group (P =.010).

Average RNFL thickness and temporal-inferior quadrant
and temporal quadrant RNFL thickness were significantly
reduced in MCI compared with control eyes (P = .005,
P =.018, P =.050; respectively). Once more, the compari-
son between the PiB+ group (MCI and AD subjects) and
control eyes supports the aforementioned outcomes, but
with greater statistical power (average RNFL P = .004, tem-
poral P =.028, temporal inferior P =.004) and provides new

Table 1
Demographic and clinical participant’s characteristics (63 eyes of 34
individuals)

Variables Patients (N = 63)  Controls (N = 63) P
Age (years) 73.5 (6.0) 73.28 (6.0) 998
Male eyes (%) 31 (49.2) 31 (49.2) 1
Spherical equivalent 0.53 (1.10) 0.58 (1.22) 197
(Diopters)
BCVA 20/29 (0.34) 20/26 (0.17) 259
Axial length (mm) 23.2 (0.8) 23.2(0.9) 816
10P 13.7 (3.9) 12.8 (2.8) 154

NOTE. Data for quantitative variables are shown as mean (standard devi-
ation).

Sex differences were assessed with Fisher’s test. Rest of analysis was per-
formed using paired Student’s t-test for dependent samples. Patients means
mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer’s disease (AD) patients
altogether.

Abbreviations: BCVA, best-corrected visual acuity; IOP, intraocular pres-
sure.

information with regard to a significant thinning of temporal
superior sector RNFL (P =.019).

Average BMO-MRW was significantly reduced in MCI
(P = .027) and also thinner in PiB+ subjects
(290.3 = 54.1 um) than in HCs (303.5 = 54.6 um). Never-
theless, no statistical significance was found in the latter
group or in average BMO-MRW (P = .263), even when
the 6 BMO-MRW sectors were compared (P > .131).

The study revealed no statistically significant differences
in LC parameters between the PiB+ and control group.

ICCs were 0.974, 0.993, and 0.978 for superior, central,
and inferior LC surface depth, respectively. Similarly,
ICCs were >0.992 for PTT measurements, as depicted in
Table 3.

We also analyzed OCT results comparing MCI and AD
subjects (see Table 4). Although no significant differences
were found, the measurements tended to be thinner in the
AD group than in the MCI group, GCL in particular.

Table 5 shows the receiver operating characteristic AUC
analysis of different OCT measurements with 95% confi-
dence limits for sensitivity and specificity. Higher AUC
values correlating with a diagnosis of MCI were observed
for average, temporal, and temporal superior RNFL
(0.652, 0.660, and 0.666; respectively) and temporal sector
GCL (0.699).

4. Discussion

Invivo anatomical studies have provided further evidence
of direct involvement of the retina, choroid, and optic nerve
head in patients with AD [12]. For this reason, we used SD-
OCT to compare RNFL, GCL, LC, and rim analysis between
patients with brain amyloid accumulation PiB+ (MCI and

all sectors, (B) reduced inner plexiform layer (IPL) thicknesses, and (C) outer nuclear layer (ONL) thinning. (D) Bruch’s membrane opening—minimum rim
width (BMO-MRW) showing neither diffuse damage nor sector decrease. (E) Reduced retinal nerve fiber layer (RNFL) thickness; in this case, diffuse
RNFL thinning is supported, due in particular to temporal sector damage. (F) The anterior surface of the lamina cribrosa (LC), performed by vertical scan
next to the optic nerve head center, is not damaged. Abbreviation: AD, Alzheimer’s disease.
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Table 2

575

Comparison of different optical coherence tomography analysis between patients and control eyes; mild cognitive impairment (MCI) patients and control eyes

and Alzheimer’s disease (AD) patients and controls

Patients Controls Controls Controls

Variables (N = 63) (N = 63) P MCI(N =51) (N =5I) P AD(N=12) (N=12) P
Average RNFL thickness 97.7 (11,6) 99.9 (8.2) 004" 93.7 (12.5) 99.5 (8.1) 005" 99.4 (5.1) 102.0 (9.3) 482
RNFL temporal 66.5 (9.0) 71.3(10.2) .028 65.9 (9.4) 70.9 (10.7) 050 70.0 (6.2) 74.1 (5.8) 312
RNFL temporal-superior 118.8 (16.6) 127.4(17.4) .019 119.5 (16.3) 127.3(17.3) .062 115.0 (19.0) 128.3(19.1) .080
RNFL temporal-inferior 139.4 (20.8) 149.8 (15.8) .004"  139.5 (22.0) 149.0 (15.1) .018"  138.7 (10.4) 153.7 (19.6) .062
RNFL nasal 80.5 (17.8) 81.7 (15.2) .673 79.6 (18.3) 80.1 (15.5) .875 85.2 (14.4) 90.4 (10.5)  .386
RNFL nasal-superior 111.3(22.6) 117.3(25.8) .201 108.9 (22.1) 117.4 (25.5) .090 124.3 (22.1) 166.6 (20.1) 571
RNFL nasal-inferior 105.5(29.6) 114.0(18.0) .062 109.7 (27.4) 1145 (16.8) 275 83.0 (33.1) 111.4 (249) .100
Average BMO-MRW 290.3 (54.1) 303.5(54.6) .263 281.9 (49.9) 309.4 (54.9) 027 326.8 (58.8) 278.8 (47.3) .106
BMO-MRW temporal 208.9 (49.9) 203.3 (43.5) .649 207.7 (52.8) 205.4 (46.1) 878 214.2 (27.6) 193.8 (30.5) .012°
BMO-MRW temporal-superior ~ 272.4 (64.2) 291.9 (49.8) .231 272.2 (70.1) 295.2(53.6) .240 273.3 (28.8) 276.8 (24.7)  .848
BMO-MRW temporal-inferior ~ 286.2 (67.5) 315.6 (64.6) .131 277.6 (69.7) 317.4 (64.9) .091 324.6 (41.2) 307.6 (68.8) .267
BMO-MRW nasal 319.8 (65.5) 325.2(60.4) .735 305.5 (55.2) 3273 (61.7) 202 383.6 (74.9) 315.5(58.7) .095
BMO-MRW nasal-superior 328.0 (75.0) 347.2(54.7) 323 322.4 (74.9) 348.1 (53.2) 237 353.0 (76.3) 3433 (66.5) .845
BMO-MRW nasal-inferior 3483 (63.6) 371.0(59.1) .138 342.2 (61.8) 372.6 (61.3) .089 375.6 (69.8) 363.8 (52.0) .657
GCL superior 47.5(9.1) 51.8 (5.6) 006" 48.3 (7.1) 51.0 (5.5) .057 44.3 (14.9) 552 (54) 050"
GCL inferior 46.5 (9.8) 50.9 (6.0) .008 47.1 (8.5) 50.2 (6.1) .052 44.2 (14.4) 53.7 (4.5) .078
GCL temporal 41.7 (9.5) 46.7 (5.8) .002 42.2 (8.4) 46.1 (6.1) .015 39.6 (13.4) 49.1 (4.3) .074
GCL nasal 46.5 (9.3) 50.5 (6.4) 014" 47.3 (7.8) 50.1 (6.6) .089 43.3 (14.2) 52.7(5.1) .078
IPL superior 39.0 (4.3) 41.1 (3.6) .011 39.1 (4.4) 40.5(3.2) .097 38.8 (4.1) 44.0 3.9) 026"
IPL inferior 38.6 (4.3) 40.1 (3.7) .066 38.5 (4.5) 39.6 (3.7) 268 38.8(2.9) 424 (2.5) .007
IPL temporal 39.6 (4.1) 40.8 (3.6) 11 39.6 (4.1) 40.3 (3.3) 421 39.2(3.8) 43.0 (4.1) .044
IPL nasal 39.8 (3.9) 414 (3.5) 025" 39.7 (4.1) 41.0 3.4) 138 39.7 (3.3) 43.3 (3.0 009"
ONL superior 63.4 (11.7) 68.9 (10.7)  .010 63.3 (11.6) 68.1 (11.3) .048 63.5 (12.3) 72.7 (5.8) .058
ONL inferior 60.7 (15.2) 63.5(12.2) 344 60.3 (14.5) 63.5(12.7) 296 62.5(18.4) 63.1 (10.0) .947
ONL temporal 69.4 (10.2) 72.7(10.3)  .072 68.6 (10.5) 722 (10.8)  .100 72.9 (7.8) 75.0 (6.7) 442
ONL nasal 68.3 (15.3) 722 (11.8)  .156 68.2 (15.1) 722 (11.6)  .166 68.3 (16.9) 72.0 (13.2)  .676

NOTE. Data for quantitative variables are shown as mean (standard deviation). Analysis was performed using paired Student’s t-test for dependent samples.
Patients means mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer disease (AD) patients altogether.
Abbreviations: RNFL, retinal nerve fiber layer; GCL, ganglion cell layer; BMO-MRW, Bruch’s membrane opening—minimum rim width; IPL. inner plex-

iform layer; ONL, outer nuclear layer.
“P value < .005.

AD) and HC. Our study included highly characterized pa-
tients with detailed neurocognitive testing and PET imaging
with ''C-PiB ligand analysis that could readily differentiate
between participants with normal cognition from dementia
due to AD, as previously reported [6,7]. PiB imaging has
many potential clinical benefits, such as preclinical
detection of AD and an accurate differentiation of AD
from dementias of other etiologies.

In our study, RNFL and GCL were significantly thinner in
MCI and AD subjects compared with HC assessed by SD-
OCT. Our results strongly suggest that retinal ganglion cells
and optic nerve axonal damage can be clinically detected in
prodromal AD.

Several studies have previously reported a significant
decrease in mean overall RNFL thickness in patients with
AD, generating interest in the use of this parameter as a
biomarker for early detection of AD. Initially, evidence of
average RNFL thinning in patients with AD was demon-
strated with time domain OCT [17,25] and has
subsequently been confirmed by several independent
groups using various modern OCT devices, such as
spectral-domain (SD) OCT [14-16,26,27]. Findings were
supported by three meta-analyses [26,28]. Differences in
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the most affected peripapillary quadrants, such as superior
sector RNFL [19,29] and both superior and inferior sector
RNFL [29], were later reported. Our findings agreed with
previous clinical studies that reported a lower average
RNFL in the PiB+ group, particularly in the superior and
inferior quadrant, compared with HC.

However, den Haan et al. [30] have recently reported that
neither macular nor RNFL thicknesses are reduced in pa-
tients with AD. We believe that this might be due to the
exclusion criteria used by these authors, as they excluded pa-
tients with optic nerve anomalies assessed with Heidelberg
Retinal Tomography, to avoid enrolling patients with glau-
coma. However, patients with optic nerve damage due to
AD may also have been ruled out by these criteria. The cri-
terion we used to exclude patients with glaucoma was IOP
>18 mm Hg or patients receiving glaucoma treatment,
similar to other publications [27,30,31].

Average RNFL reduction was recently shown not only in
AD subjects but also in MCI compared with controls, and
some authors found that RNFL thickness was significantly
lower in AD than MCI [32], whereas other groups did not
observe statistical significantly differences between MCI
and AD patients [17,33]. In our study, we found no



Publicaciones surgidas del presente trabajo

576 A. Lopez-de-Eguileta et al. / Alzheimers & Dementia: Translational Research & Clinical Interventions 5 (2019) 570-578

Table 3
Intraclass correlation coefficient (ICC) used to determine interobserver
reproducibility of manually quantified measurements

Table 4
Comparison of different optical coherence tomography analysis between
mild cognitive impairment (MCI) and Alzheimer’s disease (AD) eyes

Variables 1cC Variables MCI(N=51) AD(N=12) P
LCD S 974 Average RNFL thickness 93.7 (12.5) 99.4 (5.1) 155
LCD C 993 RNFL temporal 65.9 (9.4) 70.0 (6.2) 411
LCD1 978 RNFL temporal-superior 119.5 (16.3) 115.0 (19.0) 793
PTT S 992 RNFL temporal-inferior 139.5 (22.0) 138.7 (10.4) 174
PTTC 996 RNFL nasal 79.6 (18.3) 85.2 (14.4) .653
PTT1 995 RNFL nasal-superior 108.9 (22.1) 124.3 (22.1) .060
. R . R K K RNFL nasal-inferior 109.7 (27.4) 83.0 (33.71) .045
Abbrevm'tlons: S, superior; I, inferior; PTT, prelaminar tissue thickness; Average BMO-MRW 281.9 (49.9) 326.8 (58.8) 016
LCD, anterior LC surface depth. BMO-MRW temporal 207.7(52.8)  2142(27.6)  .740

statistical differences between AD and MCI patients, but
interestingly, the study revealed GCL reduction in all
sectors in AD compared to MCI, supporting the idea of
correlation between the duration of the disease and
macular thinning and optic nerve disease.

If optic nerve damage, displayed as RNFL thinning, is
assumed in PiB + patients and might begin there, we hypoth-
esized that BMO-MRW or LC optic nerve structures should
be thinned in those patients. In glaucoma, OCT-derived
BMO-MRW analysis provides significantly greater sensitivity
[34] and specificity [19] than RNFL, so by this argument, we
presumed that BMO-MRW analysis might also be more sen-
sitive in assessing optic nerve damage in AD. We found a sig-
nificant reduction in average BMO-MRW in the MCI group
compared with HC, but no significant thinning was described
either in PiB+ or in AD patients compared with HC. Simi-
larly, we found no significant reductions in LC thickness.

We therefore presume that ocular damage might start in
the GCL [35]. Macular GCL-IPL reflects the thickness of
retinal ganglion cell bodies and dendrites in the retina. In
1986, Hinton et al. [13] provided histopathological evidence
of optic neuropathy and degeneration of retinal ganglion
cells in AD subjects, and later, in a postmortem study, sub-
stantial GCL degeneration was demonstrated in the foveal/
parafoveal region in AD. OCT imaging in vivo first showed
decreased total macular thickness in AD subjects [16,31]
and later, when macular segmentation was available,
Marziani et al. reported significant reductions in combined
RNFL and GCL thickness (RNFL+GCL+IPL) in the
macular region [15]. Nevertheless, Cheung et al. [33] sug-
gested that including the RNFL in the GCL analysis in the
macular area may influence the sensitivity for revealing
GCL abnormalities, so they measured GCL-IPL without
including the RNFL and found significant GCL-IPL thin-
ning in AD and MCI patients compared with HC. In accor-
dance with the latest reviews, our study revealed that
PiB+ patients had significant GCL thickness reduction,
mainly in the temporal sector (P <.014) and adds the knowl-
edge that GCL is more affected by thinning than RNFL in
MCI subjects. We also found significant IPL thinning in
all sectors in AD subjects compared with HC.

Recently, Koronyo et al. [36] described classic plaques of
extracellular AP deposits in the retina of patients with AD

BMO-MRW temporal-superior ~ 272.2 (70.1) 273.3 (28.8) 984

BMO-MRW temporal-inferior ~ 277.6 (69.7) 324.6 (41.2) 126
BMO-MRW nasal 305.5 (55.2) 383.6 (74.9) 006"
BMO-MRW nasal-superior 322.4 (74.9) 353.0 (76.3) .392
BMO-MRW nasal-inferior 342.2 (61.8) 375.6 (69.8) .245
GCL superior 48.3 (7.1) 44.3 (14.9) 174
GCL inferior 47.1 (8.5) 44.2 (14.4) 365
GCL temporal 42.2 (8.4) 39.6 (13.4) 384
GCL nasal 47.3 (7.8) 43.3 (14.2) 185
IPL superior 39.1 (4.4) 38.8 (4.1) .852
IPL inferior 38.5(4.5) 38.8(2.9) .890
IPL temporal 39.6 (4.1) 39.2 (3.8) 740
IPL nasal 39.7 (4.1) 39.7 (3.3) .944
ONL superior 63.3 (11.6) 63.5 (12.3) .086
ONL inferior 60.3 (14.5) 62.5 (18.4) .652
ONL temporal 68.6 (10.5) 72.9 (7.8) 203
ONL nasal 68.2 (15.1) 68.3 (16.9) 923

NOTE. Data for quantitative variables are shown as mean (standard devi-
ation). Analysis was performed using paired Student’s t-test for dependent
samples.

Abbreviations: RNFL, retinal nerve fiber layer; GCL, ganglion cell layer;
BMO-MRW, Bruch’s membrane opening—minimum rim width; IPL, inner
plexiform layer; ONL, outer nuclear layer.

"P value < .005.

in vitro and marked GCL, INL, and ONL loss in the retinas
of patients with AD compared with retinas of matched con-
trols. Our results reflect these findings, as we found significant
GCL thinning in the four sectors. On the contrary, some
in vivo studies displayed controversial GCL measurements
using SD-OCT, reporting that RNFL and GCL thickness
were unable to distinguish AD dementia from MCI and
normal controls in clinically well-characterized series
[37,38]. The authors themselves hypothesized that a larger
series would be necessary to delineate significant
differences between the groups studied. In our opinion, their
study has methodological limitations. Although PET
imaging was performed as an inclusion criterion for AD,
neither the ligand used nor the imaging result are detailed.
Furthermore, patients with glaucoma were excluded, but the
criteria for exclusion are not clearly or correctly described.
Our study has several limitations. The number of patients
is small and the design is cross-sectional. Future studies
should include more subjects with early-stage AD and
late-stage AD, longitudinal measurements, and disease-
specific imaging aimed at detecting retinal amyloid. Corre-
lation with volumetric MRI data (e.g., hippocampus, optical
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Table 5
Area under the curve (AUC) of the receiver operating characteristic curve
(ROC)

Variables AUC P

Average RNFL thickness 652 .015
RNFL Temporal .660 .010
RNFL Temporal-superior .666 .008
RNFL Temporal-inferior .641 .024
RNFL Nasal .554 382
RNFL Nasal-superior .570 264
RNFL Nasal-inferior 488 .844
Average BMO-MRW .616 .063
GCL superior .668 .007
GCL inferior 677 .005
GCL temporal 699 .001
GCL nasal .660 .010
IPL superior .666 .008
IPL inferior .629 .039
IPL temporal 612 .072
IPL nasal .662 .010
ONL superior .668 .007
ONL inferior .554 369
ONL temporal .670 .006
ONL nasal .539 .634

NOTE. Analysis with 95% confidence limits for sensitivity and speci-
ficity of different optical coherence tomography parameter analysis in
mild cognitive impairment (MCI).

Bold values represent the high AUC result.

Abbreviations: RNFL, retinal nerve fiber layer; GCL, ganglion cell layer;
BMO-MRW, Bruch’s membrane opening—minimum rim width; IPL, inter
plexiform layer; ONL, outer nuclear layer.

tract, cortical thickness) may add to the understanding of the
relationship between retinal and cerebral neuronal loss.
Furthermore, one single vertical optical nerve head scan
was selected for the morphometric analysis, whereas the re-
maining peripheral scans were not evaluated. However, only
the highest-quality images and the most centered vertical
scan without retinal vasculature, in which borders were
more clearly visible, were evaluated. Finally, LC thickness
was not evaluated because the contour delineation of the
posterior LC surface was broadly less accurate than the other
structures.

A potential strength of the study is that the research pro-
tocol was undertaken in a real clinical setting, so observa-
tions from the present study very likely represent day-to-
day clinical practice.

This study confirmed RNFL and GCL damage in AD and
MCI patients (enrolled with ''C-PiB measurement) leading
us to hypothesize that retinal damage is due to A deposition
within the retina. It is interestingly reported that macular
GCL neuronal loss is more strongly related with MCI than
RNFL loss, suggesting that RNFL thinning may not occur
until severe stages of AD as a consequence of GCL loss in
the macula due to a dense population of those cells in this re-
gion. However, more evidence of RNFL thinning in patients
with AD exists in the literature, but this might be because
RNFL analysis was available before GCL measurement.

Larger, longitudinal studies comparing retinal thickness
with biomarkers for amyloid and neuronal injury are
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required to elucidate the utility of retinal and optic nerve
thickness as a screening test and/or prognostic biomarker
in early-onset AD.
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RESEARCH IN CONTEXT

1. Systematic review: The authors reviewed the litera-
ture using traditional (e.g., PubMed). Although
several studies using optical coherence tomography
(OCT) to analyze eye structures have reported retinal
and optic nerve changes in Alzheimer’s disease
(AD), to the best of our knowledge, this might be
the first report that analyzes OCT changes in individ-
uals with cognitive impairment and positive ' 'C-PiB
PET/CT. Even more, this study assessed lamina cri-
brosa and Bruch’s membrane opening—minimum
rim width in patients with AD.

2. Interpretation: Our findings confirm OCT damage in
patients with AD and led to an integrated hypothesis
describing the pathophysiology of AD.

3. Future directions: The article hypothesizes that
retinal damage is due to AP deposition within the
retina and proposes a framework for the generation
of new hypotheses and the conduct of additional
studies. It is interestingly reported that macular
neuronal loss is more strongly related with early
AD than retinal nerve fiber layer loss.
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Abstract: The main advantages of optical retinal imaging may allow researchers to achieve deeper
analysis of retinal ganglion cells (GC) in vivo using optical coherence tomography (OCT). Using this
device to elucidate the impact of Alzhemer’s disease (AD) on retinal health with the aim to identify
anew AD biomarker, a large amount of studies have analysed GC in different stages of the disease.
Our review highlight recent knowledge into measuring retinal morphology in AD making
distinctive between whether those studies included patients with clinical dementia stage or also
mild cognitive impairment (MCI), which selection criteria were applied to diagnosed patients
included and which device of OCT was employed. Despite several differences, previous works
found a significant thinning of GC layer in patients with AD and MCI. In the long-term, an
important future direction is to achieve a specific ocular biomarker with enough sensitivity to
reveal preclinical AD disorder and to monitor progression.

Keywords: Ganglion cells; optical coherence tomography; Alzhemer’s disease; mild cognitive
impairment

1. Introduction

Optical coherence tomography (OCT) is the most widely imaging device used in ophthalmic
clinical practice (1). This non-invasive, fast and inexpensive technology employs retroreflected light
to achieved cross-sectional structure images of the retina and the anterior eye chamber with high
resolution. OCT imaging reveals individual neuronal layers of the retina, including ganglion cell
layer (GCL) (2). Initially, the main utility of GCL assessment was the diagnosis and treatment of
ocular diseases such as glaucoma (2, 3). There is growing evidence to incorporate OCT imaging into
clinical diagnosis managing neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease (AD),
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44 Parkinson’s disease, multiple sclerosis (4-7). The aim of this review is to analyze the use of ganglion
45  cell layer measurement in AD.

46 AD is a the most prevalent neurodegenerative disorder and the leading cause of dementia in
47  the elderly (8). Definitive diagnosis of AD is given by pathological features like intracellular
48  neurofibrillary tangles of hyperphosphorylated tau protein (p-Tau) and extracellular beta amyloid
49  (AP) protein deposits throughout the brain (9,10). These well-known neuropathological hallmarks of
50  AD initiated decades before it is clinically expressed, where there might be a window to treat AD
51 (11,12). Current diagnostic modalities for AD biomarkers are restricted by high costs and limited
52 availability such as the use of magnetic resonance imaging (MRI) or positron emission tomography
53 (PET), as well as standardization problems and invasiveness of cerebrospinal fluid (CSF)
54 biomarkers), or suboptimal specificity and sensitivity (genetic markers, serum amyloid) (13-15).
55  These limitations are the leading cause of the investigation of new AD biomarkers involving the
56  evaluation of the eye.

57 It has long been demonstrated that patients with early AD suffer impairments in visual acuity
58 (16), contrast sensitivity (17), color perception (18), visual field (19) and motion perception (20).
59  Initially, visual disorders in AD were thought to be exclusively due to parietal and primary visual
60  cortex pathology. However, increasing evidence showed that the anterior visual pathway
61  degeneration also plays a role in AD pathology. As previously stated, OCT is able to provide a
62  morphological assessment of the retinal layers and optic nerve structures, and several studies have
63 been performed to assess differences between AD and control patients. GCL reduction might be the
64  most common finding in the literature, although the assessment of this retinal layer is recently
65  feasible.

66 2. MATERIAL AND METHODS

67 A systematic review was performed. The authors reviewed the literature using PubMed. The
68  online citation index service PubMed was searched using the keywords optical coherence
69  tomography and mild cognitive impairment or Alzheimer’s disease. Manuscripts including those
70 keywords with available OCT technology published in peer-reviewed publications were considered
71 for this review.

72 We identified 24 eligible studies, involving 808 probable AD patients, all of which were
73 cross-sectional studies. Neither retrospective meta-analyses nor OCT angiography studies were
74  included in this review. In original research articles, the revisions considered the structures of the
75  retina investigated, the significance of the results, the use of AD biomarkers, which OCT device was
76  employed, the design of the study, demographics, groups sizes and amount of eyes included and the
77  characteristics of the different groups of the studies.

78  3.RESULTS

79 OCT constitutes an important advancement and powerful tool to evaluate alterations of the
80  optic nerve and the retina and provides an opportunity for objective quantitative measurements and
81  in vivo real-time images of ocular structures related with neurological diseases. This review
82  included 24 most important AD and OCT studies that focused in retinal GCL in order to present
83 clear results easy to be understood. As it could be depicted in Table 1, most of these studies found a
84  significant thinning of the retinal nerve fiber layer (RNFL) and GCL between probable AD patients
85  and healthy controls (HC), using both Cirrus and Spectralis HD-OCT. Figure 1 illustrates the
86  structure of the retina that is analysed with OCT. Different densities of nuclear layers due to neuron
87  bodies are reflected in OCT images and allows this devices to perform the layers’ segmentation.
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89 Figure 1. Schematic view of the retina. The upper layers are the innermost layers, in contact with
90 vitreous humor. The lower layers of the scheme are those that are in contact with the choroid. From
91 the innermost to the outermost, the layers of the retina are: retinal nerve fiber layer, ganglion cell
92 layer, inner plexiform layer, inner nuclear layer, outer plexiform layer, outer nuclear layer, external
93 limiting membrane and photoreceptor layer.
94 Table 1. Studies evaluating retinal biomarkers in Alzheimer’s disease using optical coherence
95 tomography. Optical coherence tomography (OCT), ganglion cell layer (GCL), Alzheimer’s disease
96 (AD), mild cognitive impairment (MCI), Subjective Memory Complaints (SMC), Healthy controls
97 (HC), Normotensive glaucoma (NTG), Retinal nerve fiber layer (RNFL), ganglion cell layer (GCL),
98 ganglion cell inner plexiform layer (GCIPL), Bruch's membrane opening-minimum rim width
99 (BMO-MRW), inner plexiform layer (IPL), outer nuclear layer (ONL), inner nuclear layer (INL), outer
100 plexiform layer (OPL), lamina cribrosa (LC), magnetic resonance imaging (MRI), positron emission
101 tomography (PET), computed tomography (CT). Significant results are shiowed as (%, P).
OCT exam: Macular or GCL . AD OCT Cros_s- . Sample size
Source biomarker sectio  Subjects
layers results s platform nal (eyes)
AD 28 eyes (n =
14)
Iseri et al RNFL and Thinner No Zeiss Yes AD HC 30 eyes (n =
2006 macula (23%, P<0.001) Stratus HC 15)
Age-matched
Zeiss AD (n = 30)
Moschos etal RNFL and Thinner No Stratus Yes AD HCs (n = 30)
2012 macula (7%, P=0.034) HC Age and sex
matched
Marziani et al  RNFL+GCL Thinner N omeld AD i
2013 combined (12.8%, P=0.008) : HC
Heidelber Age-matched
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g
Spectralis
Mild AD had a
significant decrease in
RNFL (9.24%, Topcon . _
Garcia-Martin  RNFLad p= 015) of some \o 3D ves  MidAD mﬂ‘g\(’?] (=”£§)°)
etal. 2014 macular regions and in OCT-100 HC A
ge-matched
the total macular
volume (9.34%,
P=0.024).
RNFL was thinner in
-MCl vs HC
(8.5%, P=0.001)
-AD vs MCI
Ascaso et al. (24.8%, P=0.001) Zeiss AD AD (n=18)
2014 Rr';']';'gu?;‘d _AD vs HC No Stratus ~ Yes MCI MCI (n = 21)
(37.5%, P=0.001) HC HC (n=41)
Macular volume in mm3:
- HC had greater
macular volume vs AD
(12.4%, P=0.001)
-RNFL Thinner in AD
and NTG vs HC (8%,
Eraslan et al RNFL and P=0.004). RTVue Yes NTG NTG (n =18)
2015 ’ GCL -GCL No 100 AD AD (n = 20)
(8.8%, P=0.001) HC HC (n = 20)
- No difference between
AD and NTG.
Reduced choroidal
GCL and (12.1%, P=0.01) and . AD (n=31)
Bayf;aoqset al. choroid macular GCL CT or MRI SZtelfs Yes ﬁ[(); HC (n = 30)
(5.9%, P=0.001) ratus Age matched
thicknesses in AD
- AD had GCIPL
thinning in all sectors
(AVG 5.4%, P=0.039) _
Cheung etal. RNFL and and RNFL in Superior cT Zeiss MCI AD (n __1 00)
2015 GCIPL uadrant vs HC (6.5% or MRI Cirrus Yes AD MCI (n = 41)
q : HC HC (n = 123)
P=0.001)
- GCIPL reduction in
MCI (5.1%, P=0.009)
AD (n=21)
Ggl MCI (n = 21)
Pillai et al. RNFL, No differences Zeiss NoAD no AD dementia
2016 macula P=0.35 and P=0.17) MRI Cirrus Yes Dementia (n=20)
GCL (P=0. : \ PD (n=20)
Parkinson HC (n = 34
HC (n=34)
Age-/sex-matched
RNFL, Thinner RNFL (5.6%, . _
Garcia Martin~ GCL, INL, ~ P=0.004), GCL (2.8%, No Hewdelber AD /i'DC(fn‘Jfg))
etal. 2016 IPL, ONL, P=0.04) and IPL (2.3%, s egtralis HC Ade-matched
OPL P=0.018) P 9
Thinner Topcon AD 45261)% (n=
0, -
Cupaetal RN EIOPO00D e BT Y D o o-
(8.4%, P=0.003) OCT-2000 24)
Age-matched
. . . MCI MCI (n =68)
Liu et al. Thinner Zeiss
GCIPL o D_ Yes. MRI ) Yes AD AD (n =47)
2016 (2.1%, P=0.003) Cirrus HC HC (n = 65)
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-RNFL thinner in
AD (n =42)
Choi et al. temporal sector (14.9%, . MCI MCI (n = 26)
RNFL and P=0.04). Zeiss _
2016 . . Yes . Yes AD HC (n = 66)
GCIPL -GCIPL thinner in cirrus HC Age-matched. age
inferior sector (14.5%, g - ’t 9
P=0.004). as a covariate
Macular thickness
Gimenéz reduction in MCI (5.7%, Zeiss Yes SMC SMC n=24
Castejon et Macula P=0.05) vs HC and in No Girrus MCI MCI n=33
al. 2016 SMC vs HC (4.9%, HC HC n=25
P=0.05)
Snyder et al. Thicker (FloTt?:tapi Heidelber sSMC SMC (n =63)
2016 IPL (5.8%, P=0.029) r PET g . Yes Age-matcheq, age
imaging) Spectralis as a covariate
RNFL average thinner
in AD vs MCI (7.8%, Gender
Kwon et al. RNFL and P=0.011). Zeiss and Race AD (n=15)
2017 macula Macular thickness was  Yes (MRI) Cirrus Yes unknown MCI (n=15)
thinner from HC to MCI HC (n=15)
and to AD, but no
significant.
. AD (n=39)
Ferrarietal. oo Thinning Heidelber MCI MCI (n=27)
2017 GCIPL (6.4%, P=0.023) No S ecg:JtraIis Yes AD HC (n=49)
(15.9%, P=0.009) P HC Age-matched, age
as a covariate
. Yes (MRI, . AD n=73
Golzan etal.  RNFL and GCL thinner Florbetapir  eidelber AD HC n=28
2017 GCL (5.2%, P=0.02) PET Yes HC Age-matched, age
No RNFL differences . . Spectralis -
imaging) as a covariate
Foveal thickness and
Poroyetal. RNFLand  VolUMe S higher in Zeiss AD AD (n = 21)
2018 macula (5.5%, P=0.023). RNFL No Stratus Yes HC AH(;_E:aztcise)d
and other macular 9
region not different.
den Haan et RNFL and No differences Yes (MRI, He'dg'ber Ves AD Ear“(’n":’fse)t AD
al. 2018 macula PET, CSF) Spectralis HC HC (n = 15)
Lad et al. RNEL Heidelber MCl MCI (n = 15)
2018 GCIPL No differences No s ec?tralis Yes AD AD (n = 15)
P HC HC (n = 18)
AD AD(n = 24)
. . MCI MClI(n = 22)
UChg;gt al ONL No differences Yes (MRI) él?lrzss Yes non-AD non-AD dementia
Dementia (n=20)
HC HC (n = 36)
RNFL volume (P=0.05), Yes
Santos et al. GC?II\”:)LPL 8ZIL tfprzgo(;gggzzn%?;)l_’ (Florbetapi  Heidelber No, Preclinical Preclinical AD (n =
2018 ’ ’ . r PET 27 AD 56)
ONL, IPL, volume (P=0.020) and . - .
e . imaging, Spectralis months HC Age-matched
INL inferior thinner over a
head CT)
27-month follow-up
RNFL RNFL (2.8%, P=0.004), Yes
El 0, — _
Lépez de GCL, fF;’EIZs(Szz/ /"I;,E’a%?%eg ( 1%(;""9' Heidelber MCl MCI (n =51)
Eguileta et al. BMO-MRW, ONL ('7 é’o/ I_D—.O 010) Pittsburah g Yes AD AD (n=12)
2019 IPL, ONL, O T 9 Spectralis HC HC (n =63)
LC showed significant Compound
thinning in eyes of -B PET
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patients with positive imaging,
11C-PiB PET/CT head CT)
102
103 Currently, two main OCT devices are used in the clinical practice and they performed the

104  retinal segmentation analysis differently, as it can be appreciated in Figure 2. Figure 2A represents
105  the OCT imaging with Cirrus spectral domain SD-OCT (Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA, USA) ,
106  whereas Figure 2B shows the OCT imaging with Spectralis SD-OCT (Heidelberg Engineering,
107  Heidelberg, Germany). Cirrus SD-OCT segmented GCL including the inner plexiform layer (IPL)
108  whilst Spectralis accomplish retinal segmentation including GCL solely. Studies made using OCT
109 Cirrus refers to GCL as ganglion cell-inner plexiform layer (GCIPL) and those using Spectralis label
110 itas GCL. This fact elucidate why GCL and GCIPL thickness measurements should not be compared
111 between them. Along this text and in Table 1, GCIPL or GCL are differently used according to Cirrus
112 or Spectralis OCT respectively. Figure 3 and Figure 4 represent OCT images of a healthy control
113 (HC) and an AD patient respectively, with Cirrus OCT assessment in the top of both figures and
114 Spectralis OCT assessment in the bottom. At the top of both figures, Cirrus OCT images showed
115  segmentation lines (“Horizontal tomography”) and deviation maps. In Figure 3 no damage was
116  demonstrated. However, in Figure 4, three and two sectors of color map can be appreciated in right
117  and left eye, respectively. Similarly, deviation and thickness maps are exhibited also damaged.
118  Similarly, in the bottom of both figures, Spectralis OCT exhibit a complete red circle for a HC and
119 yellow-red colors for a AD patient. Currently, this OCT device did not have a normative database to
120 compare GCL with normal population. For this reason, studies using Spectralis OCT must include
121  HC. Nevertheless, Spectralis OCT yields 64 values of GCL of the entire macula.

122

123 Figure 2. Horizontal scans of Cirrus optical coherence tomography (OCT) (A) and Spectralis OCT
124 (B). A: Segmentation of ganglion cell layer (GCL) with Cirrus OCT includes GCL and inner plexiform
125 layer: GCIPL, between purple and yellow lines. B: Segmentation of GCL using Spectralis OCT
126 includes GCL in an exclusive manner, between blue and purple lines.
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128 Figure 3. OCT results of a 67 years-old male healthy control. At left: images of the Right eye. At right:
129 images of the Left eye. A: Cirrus optical coherence tomography (OCT) results. Top middle
130 (horizontal tomography): images of horizontal scans to confirm correct segmentation of ganglion
131 cell-inner plexiform layer (GCIPL). Green color values (in microns): Sectors of GCIPL compared with
132 normative database. The thickness map shows the thickness in a color map (the caption of the colors
133 is at right of the maps) whereas the deviation map showed with yellow or red color if a pixel of
134 GCIPL is low of fifth or first percentile, respectively. Middle columns showed the average and the
135 minimum values (in microns) of GCIPL of both eyes, colored with green if they are thicker than fifth
136 percentile. B: Spectralis OCT showed a color map (the caption of the colors is at right of the maps)
137 and values of thicknesses (in microns) of GCL.

138

LE Sectors

E RE Sectors

Horizontal tomography

=
Thickness map

139

140 Figure 4. OCT results of a 67 years-old male MCI patient. At left: images of the Right eye (RE). At
141 right: images of the Left eye (LE). A: Cirrus optical coherence tomography (OCT) results. Top middle
142 (horizontal tomography): images of horizontal scans to confirm correct segmentation of ganglion
143 cell-inner plexiform layer (GCIPL). Six sectors color values: Sectors of GCIPL compared with
144 normative database. Three and two sectors were thinner than fifth percentile in RE and LE
145 respectively. The thickness map shows the thickness in a color map (the caption of the colors is at
146 right of the map) whereas the deviation map showed with yellow or red color if a pixel of GCIPL is
147 low of fifth or first percentile, respectively. Middle columns showed the average and the minimum
148 values of GCIPL of both eyes, colored with yellow for the RE as they are thinner than fifth percentile.
149 B: Spectralis OCT showed a color map (the caption of the colors is at right of the maps) and values of
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150 thicknesses (in microns) of GCL. Comparing with Figure 3B, where a red ring could be appreciated,
151 the RE of this patient is no red colored and LE is little red colored.
152 In recent years, increasing efforts have been made to discover new biomarkers with the aim to

153 improve AD diagnosis in early stages. Hinton et al stated the feasible damage of the eye due to AD
154  and provided histopathological evidence of optic neuropathy and degeneration of retinal GCL in
155  AD subjects (21). Some years later, post-mortem studies showed that degeneration of the GCL
156  occurs preferentially in superior and inferior sectors, as well as in the central retina, particularly in
157  the temporal foveal region (22, 23) Lately, both A and neurofibrillary tangles were detected in some
158  parts of the visual system in probable AD patients, including the retina (24,25). Interestingly, in a
159  mouse model of AD, AB deposits were specifically in the GCL (26). In assent with this finding,
160  Koronyo et al demonstrated histopathologically that GCL damage due to AD might be related with
161 intracellular neurofibrillary tangles of p-Tau and extracellular A protein deposits throughout the
162 retina and not related with other etiologies of dementia (27). Extensive loss of ganglion cells and
163 their axons has been reported by histopathologic studies in eyes from probable AD patients and AD
164  animal models (28). There might be two mechanisms which explain GCL damage. The first
165  proposed that cerebral pathologic features of AD may affect the visual pathway and cause
166  retrograde degeneration of the optic nerve (29), and subsequently damage of the GCL, because AD
167  pathologic features can be found in subcortical visual centers, including the lateral geniculate
168  nucleus and superior colliculus (30). In agreement with this hypothesis, GC abnormalities also were
169  associated with non-AD dementias (31-33), strokes (34,35) and other neurodegenerative diseases
170  including multiple sclerosis (36-38), neuromyelitis optica (37), and cerebral atrophy (39).
171  Alternatively, it is also possible that AD pathologic features occur simultaneously both in the brain
172 and the retina, leading to thinning of the retinal neuronal layers. AR pathologic characteristics,
173 including ABplaques and specific signs of neuroinflammation, have been identified in ocular tissues
174 of both probable AD patients (24,40) and animal models of AD (27, 41-45).

175 Several studies reported retinal and optic nerve changes in patients with AD using OCT
176  imaging in vivo, generating interest in the use of these parameters as a biomarkers for early detection
177  of AD (46-48). Retinal changes may be an early event in the course of AD, and retinal OCT may
178  provide insights for assessing neurodegeneration in the brain (29). As previously stated, OCT is a
179  reliable non-invasive, trans-pupillary technique that provides high-resolution cross-sectional images
180  of RNFL and macular volume (49-52). RNFL thickness is believed to inform about axonal loss,
181 whereas macular volume reflects neuronal loss of GCL, since the neuronal bodies and dendrites are
182  located in the GCL, mostly in the macula (49).

183 Initially, evidence of total macular thickness decreased in patients with AD was demonstrated
184  with time domain OCT (TD-OCT) (53) and stratus OCT (49,54). Subsequently it was confirmed by
185  several independent groups using modern OCT devices, such as spectral-domain OCT (55-59).

186 Spectral-domain OCT (SD-OCT), a Fourier domain OCT technique, provided dramatically
187  increased scanning speed and higher axial resolution when compared to TD-OCT technology
188  allowing the study of GCL and analysis of the GCIPL layers (52, 60). The classical site of GCIPL
189  measurement in the studies is macula lutea, where GCL has more than one cell layer (53). As a
190  consequence of macular segmentation program development, Marziani et al reported significant
191  reductions in combined RNFL and GCL thickness (RNFL+GCL+IPL) in the macular region (60).
192 However, the authors were not able to determinate which layer was most affected by AD due to
193 poor segmentation OCT system. Lately, a number of studies suggested including RNFL in the
194  GCIPL analysis in the macular area may influence the sensitivity for revealing GCL damage, so they
195  measured GCIPL without including the RNFL, and found significant GCIPL thinning in AD
196  (52,61-64,67-69) and MCI patients compared to HC (61,64).

197 On the contrary, some in vivo studies displayed controversial GCL measurements using
198  SD-OCT reporting that RNFL and GCL thickness might not be unable to distinguish AD dementia
199  from MCI and normal controls in clinically well-characterized series (65,66). The authors themselves
200  hypothesized that a larger series would be necessary to delineate significant differences between the
201  groups studied. In our opinion, their study has methodological limitations. Although PET imaging
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202 was performed as an inclusion criterion for AD, neither the ligand used nor the imaging result are
203 detailed. Furthermore, patients with glaucoma were excluded, but the criteria for exclusion are not
204  clearly or correctly described.

205 Another controversial study is from Ferrari et al (69). They described significant group
206  differences regarding GCIPL, being reduced in moderate AD versus mild AD and versus MCL
207  However, non-significant GCIPL thinning was detected in MCI compared with HC. One
208  explanation may be that they explored GCIPL in the peripapillary area, and this is not ideal site to
209  detect early GCL loss due to the poor representation of ganglion cells at this location. Macular
210  GCIPL thinning may be a more sensitive marker of earlier neurodegeneration in MCI and AD than
211  evaluation of the RNFL.

212 Recently, our group have published an investigation about retinal damage in AD assessed by
213 Spectralis OCT, reporting promising results. The study included highly characterized patients with
214 detailed neurocognitive testing and positive to 'C-labeled Pittsburgh Compound-B with positron
215  emission tomography (64) analysis that could readily differentiate between participants with normal
216  cognition from dementia due to AD. AD and MCI patients were recruited and compared among
217  them and HC. The investigation reported a significant thinning of RNFL, GCL, IPL and outer
218  nuclear layer (ONL). Interestingly, temporal sector of GCL showed the greatest area under the curve
219 value.

220 Aforementioned studies have some design limitations. One significant gap could be that the
221 thinning of GCL might be due to other eye conditions such as glaucoma, arteritic or non-arteritic
222 optic neuropathy, or other neurological disease. For this reason, results of GCL thinning might be
223 used to understand the pathophysiology of AD, but they should be carefully interpreted. Future
224 techniques might provide more specific information about retinal ganglion cell degeneration in AD.
225  Besides, definition of MCI was used metting research diagnostic criteria for probable AD MCI or
226  with evidence of the AD pathophysiological process (in most cases defined by a positive
227  amyloid-PET) following the recommendations of the National Institute on Aging-Alzheimer’s
228  Association (70), but criteria should be consistent. In addition, all studies screened the eyes with the
229  OCT technology after pupil dilation, except one (64), which might constitute a limitation. Finally, it
230  is important to focus that his review revealed that limited research had focused exclusively on
231  screening the eyes of study subjects with and with no cognitive decline using optical coherence
232 tomography, neuropsychological tests, and in vivo neuroimaging techniques. Besides, few studies
233 used MR, PET or AD biomarkers for the diagnosis in the AD group.

234

235 4. CONCLUSIONS

236 The investigation of eye biomarkers in AD using OCT assessment remains an area of active
237  research. Reviewing literature about this subject, it is feasible to find a large amount of studies, and
238  several of them show significant damage of the GCL or GCIPL in probable AD patients, even during
239 the early stage of the disease and using different OCT devices such as Cirrus and Spectralis. We
240  consider these results might provide more detailed information about the physiopathology of AD
241  and the relevance of GCL in neurological diseases. In terms of diagnosis, current available
242 techniques show temporal region thinning of GCL might be the most reliable indicator of a possible
243 MCI or AD patient. It is necessary to be aware that this thinning could be consequence of other
244 ocular or neurological circumstance. However, today might be soon to consider optic nerve or
245  retinal biomarkers as a reliable biomarkers of AD, as a limited number of studies have compared
246  OCT retinal measures with neuroimaging biomarkers and very few longitudinal within-subject
247  studies of retinal structural changes in AD are published.
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Abstract

Objective
To assess and compare the involvement of choroidal thickness (CT) in patients with mild

cognitive impairment (MCIl) and dementia due to Alzheimer’s disease (AD) defined by amy-
loid PET and healthy controls (HC).

Methods

Sixty-three eyes from 34 AD patients [12 eyes (19.0%) with dementia and 51 eyes (80.9%)
with MCI], positive to ''C-labelled Pittsburgh Compound-B with positron emission tomogra-
phy ("'C-PiB PET/CT), and the same number of sex- and age-paired HC were recruited. All
participants underwent enhanced depth imaging optical coherence tomography (EDI-OCT)
assessing CT at 14 measurements from 2 B-scans. Paired Student t-test was used to com-
pare CT measurements between MCI, dementia and sex- and age-paired HC. A univariate
generalized estimating equations model (GEE) test was performed to compare MCI and
dementia individually with all HC included.

Results

Compared with HC, eyes from patients with positive ''C-PiB PET/CT showed a significant
CT thinning in 5 selected locations (in foveal thickness in vertical scan, in temporal scan at
1500um, in superior scan at 500pum and in inferior scan at 1000pm and 1500um, p = 0.020—
0.045) whilst few significant CT reduction data was reported in MCI or dementia individually
versus HC. However, the GEE test identified significant CT thinning in AD compared with all
HC included (p = 0.015-0.046).

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484  September 21, 2020

1/15

255



PLOS ONE

Publicaciones surgidas del presente trabajo

Choroidal thinning in Alzheimer’s disease

Data Availability Statement: All relevant data are
within the manuscript and its Supporting
Information files.

Funding: Dr. Sanchez-Juan was supported by
grants from IDIVAL, Instituto de Salud Carlos Il
(Fondo de Investigacion Sanitario, PI08/0139,
PI112/02288, PI16/01652, JPND (DEMTEST PI11/
03028) and the CIBERNED program and Siemens
Healthineers (Valdecilla Cohort for Memory and
Brain Aging). The funders had no role in study
design, data collection and analysis, decision to
publish, or preparation of the manuscript.

Competing interests: Dr. Sanchez-Juan received
funding from Siemens Healthineers. This does not
alter our adherence to PLOS ONE policies on
sharing data and materials.

Conclusions

To our knowledge, the present study is the first measuring CT in eyes from MCI and demen-
tia eyes positive to ''C-PiB PET/CT reporting a significant trend towards CT thinning in MCI
patients which became more pronounced in dementia stage. We support further investiga-
tion involving larger and prospective OCT studies in AD population characterized with avail-
able biomarkers to describe whether choroidal vascular damage occurs specifically in
prodromal stages of AD.

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder and is the most common cause of
dementia and one of the leading sources of morbidity and mortality in the aging population
[1]. Globally, an estimated 47 million people are affected by dementia and the incidence dou-
bles every 10 years after age 60 years approximately [2].

The hallmark neuropathologic changes of AD are extracellular beta amyloid beta plaques
and neurofibrillary tangles (NFT) comprised of intracellular hyperphosphorylated tau protein
(p-tau). These neuropathological changes are believed to start 15-20 years before the onset of
clinical symptoms of dementia [3]. A definitive diagnosis of AD requires histopathologic post-
mortem examination.

Clinical criteria for the diagnosis of AD have evolved over time and current criteria have
been established by the National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association
(NIA-AA) updated in 2011 [4, 5]. The ability to accurately diagnosis AD has improved with
the emergence of new laboratory biomarkers and imaging techniques to measure such neuro-
pathologic damage in vivo [6]. AP protein brain deposition is detected by decreased 42—amino
acid form of AB (AB-42) levels in cerebrospinal fluid (CSF) and positron emission tomogra-
phy/computed tomography (PET/CT) imaging using ''C-labeled Pittsburgh Compound-B
(*'C-PiB) ligand [3, 7], which is the most studied and validated PET marker of AB. A proper
application of ''C-PiB PET/CT would be useful to predict the conversion of MCI to AD. The
sensitivity and specificity of ''C-PIB-PET for predicting conversion to AD ranged from 83.3%
to 100% and 41.1% to 100%, respectively [8]. Besides, biomarkers of tau deposition (a compo-
nent of NFT) include increased CSF total tau (T-tau) and phosphorylated tau (P-tau). In addi-
tion to the molecular biomarkers, there are several topographic biomarkers used to assess
brain changes that correlate with the regional distribution of neuronal dysfunction associated
with AD [9]. Neurodegeneration is related to cortical atrophy on magnetic resonance imaging
(MRI) and hypometabolism on fluorodeoxyglucose-PET/CT (FDG-PET/CT) [10]. In fact, AD
biomarkers have shown many potential clinical benefits, such as preclinical detection of AD
and an accurate differentiation of AD from dementias of other etiologies [11, 12]. However,
restrictions still exist in clinical practice (such as standardization problems and invasiveness in
the case of CSF markers, and high costs and limited availability in the case of amyloid PET)
and they are not yet recommended for routine diagnostic purposes [10, 13].

Nowadays, research is focused on the diagnosis of AD at early stages in an effort to define
properly prodromal and preclinical forms of AD for design early-intervention clinical trials in
order to apply potential treatments before the damage is established. Mild cognitive
impairment (MCI) is an intermediate stage between normal aging and early dementia charac-
terized by cognitive deficits primarily affecting memory with preserved overall cognitive and
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functional abilities and the absence of a dementia [3, 14]. The specific designation of MCI due
to AD is used when a biomarker associated with AD is present [15].

Investigation of new biomarkers has involved the evaluation of the eye, as AD pathogenesis
is associated with impairments in visual function [16]. Several evidence indicates that AD also
affects the retina, a developmental outgrowth of the brain [17-19], possibly causing these
symptoms. Among the characteristics it shares with the brain, the retina contains neurons,
astroglia, microglia, microvasculature with similar morphological and physiological properties
[17-20].

Optical coherence tomography (OCT) is a non-invasive imaging device used clinically to
evaluate a variety of ophthalmic and systemic diseases, as glaucoma or multiple sclerosis [21,
22]. Hence, several reports demonstrated retinal nerve fiber layer (RNFL) thinning [23, 24],
retinal ganglion cell layer (RGCL) degeneration [24, 25] and choroidal thinning [26-30] in
patients with dementia or MCI due to AD. The choroid is a vascular structure lying under reti-
nal pigmentary epithelium (RPE) and is regulated by the autonomic nervous system. The cho-
roidal blood nourishes the outer layers of the retina (photoreceptors) and the RPE which
maintains the outer blood-retinal barrier [31]. Several researchers observed Af deposits in
choroidal vascular tissue in a mouse model of AD and in post-mortem analysis of the eyes
from AD patients. Based on these findings, they proposed that accumulation of Af in the cho-
roid may cause vascular damage in accordance with the development of angiopathy in the
brain due to Af deposits [32, 33]. It is currently possible to investigate in vivo the involvement
of CT in AD. It could be assessed using spectral-domain OCT (SD-OCT), with the enhanced
depth imaging modality (EDI) technology [34]. Choroidal thinning was reported in dementia
patients [26-29] and in MCI patients [30] through spectral-domain OCT (SD-OCT) using
EDI technology. However, these previous studies suffered some limitations. Firstly, they only
used neuropsychological tests (mainly MMSE) for AD diagnosis among their inclusion crite-
ria. Besides, all these studies were performed in patients with dementia due to AD, except one
of them which included MCI patients [30].

For this reason, we conducted a study to assess anatomical variations in the CT in patients
with MCI and dementia due to AD defined by positive ''C-PiB PET/CT, to determine whether
CT is reduced compared with control subjects.

Methods
Patient/subject groups

We conducted a cross-sectional study including patients in the AD continuum (MCI and
dementia) with positive ''C-PiB PET/CT (MCI and AD) compared with cognitively healthy
age- and gender-matched controls recruited consecutively from the Neurology and Ophthal-
mology departments of the University Hospital Marqués de Valdecilla (UHMV), between May
2016 and June 2018. The study cohort of the present submission overlaps with our previous
work [25].

Healthy control subjects (HC) were volunteers recruited among family members of patients
attending the ophthalmology clinic with a complaint of dry eye.

The study protocol and the written consent was approved by the Ethics Committee of the
UHMYV, and it was performed in accordance with the principles of the Declaration of Helsinki.
Written consent forms were signed by all participants prior to examinations. All patients
enrolled were able to understand the information contained in the written consent and they
were not legally incompetent.

Inclusion and exclusion criteria. All were outpatients that met research diagnostic crite-
ria for probable AD MCI or AD dementia with evidence of the AD pathophysiological process
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(in our case defined by a positive amyloid-PET) following the recommendations of the
National Institute on Aging-Alzheimer’s Association [35]. Clinical diagnoses as MCI or
dementia were established by a committee of four neurologists (SLG, PS], ERR, and CL). The
differentiation of dementia from MCI rests on the determination of whether or not there is sig-
nificant interference in the ability to function at work or in usual daily activities.

All patients were assessed to exclude other neurological or psychiatric etiologies and they
underwent a comprehensive neuropsychological battery conducted by two trained neuropsy-
chologists (AP, MGM), that included the main cognitive domains (memory, language, praxis,
visual perception, and frontal functions). Besides, all patients underwent ''C-PiB PET/CT at
the Nuclear Medicine Department of the UHMV. ' C-PiB synthesis and image acquisition
have been described elsewhere [36]. PET/CT scans were visually interpreted by two experi-
enced nuclear medicine and radiology specialists (JJB, IB) as positive or negative for cortical
PiB uptake (Fig 1).

All participants underwent a thorough ophthalmic examination on the day of OCT imag-
ing, by order of eye assessments: best-corrected visual acuity (Snellen charts), anterior segment
biomicroscopy, refraction, OCT measurements, axial length (AL) assessment, IOP quantifica-
tion with Goldmann applanation tonometer (GAT) and dilated fundus examination. Partici-
pants received one drop of tropicamide 1% and phenylephrine per eye for pupil dilation after
IOP measurement to avoid modifications in choroidal thickness due to phenylephrine instilla-
tion as it has been previously reported [37]. The refractive error was recorded using an auto
refractometer Canon RK-F1 (Canon USA Inc., Lake Success, NY, USA). Axial length (AL) was
measured by Lenstar LS 900 (Haag Streit AG, Koeniz, Switzerland). Each individual was ran-
domised to decide which eye was to be examined first, using the method described by Dulku
[38].

Exclusion criteria included a refractive error > 6.0 or < 6.0 diopters (D) of spherical equiv-
alent or 3.0 D of astigmatism, any history or showing evidence of ocular surgery, ocular disease
such as central serous chorioretinopathy, pachychoroid spectrum, uveitis and related macular
degeneration, best corrected visual acuity as poor as 20/40, intraocular pressure (IOP) > 18
mmHg, past history of raised IOP, neuroretinal rim notching, or optic disc hemorrhages.
Similarly, other exclusion criteria included clinically relevant opacities of the optic media and

Fig 1. Positron emission tomography/computed tomography imaging using ''C-labeled Pittsburgh Compound-B
ligand. Positron emission tomography/computed tomography (PET/CT) imaging tracers provide a quantitative in
vivo measure of the insoluble cortical beta amyloid (AB) load. ''C-Pittsburgh compound B (*'C-PIB) shows a
nanomolar affinity for the extracellular and intravascular fibrillar deposits of Af and a low affinity toward the
amorphous amyloid deposits, soluble AS, and intracellular NFTs. Negative amyloid-PET (A) and positive amyloid-
PET (B).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.9001
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== Horizontal scan

low-quality images due to unstable fixation, or severe cataract. Patients with mild to moderate
cataract might be enrolled in the study, but only high-quality images were included. All
acquired spectral domain-OCT data sets had a quality score(Q)>25. Subjects with a history of
neurological or psychiatric disorder, any significant systemic illness or other serious chronic
systemic diseases such as diabetes, nephrological diseases and hemodialysis, poor collaboration
due to neurological dementia stage (some patients could not complete the evaluation because
they became fatigued or they were not able to follow the instructions) or unstable medical con-
dition (e.g., active cardiovascular disease), and current use of any medications known to affect
cognition (e.g. sedative narcotics) were also excluded.

Optical coherence tomography assessment

OCT measurements were taken using Spectralis OCT (Heidelberg Engineering, Dossenheim,
Germany). OCT examinations were performed by an ophthalmologist (AC), who was blinded
to neurological status. The examinations included one horizontal and vertical non-isotropic
scans, that measures 8741 pm, resulting in 8741 x 8741 um? dimensions. CT measurements
were taken between 5 and 6 p.m. hours in all subjects [39]. Participants were asked not to con-
sume caffeine for at least 12h before examination.

CT was measured by two raters (AL, AC). The border of CT was defined as extending from
the outer portion of the hyperreflective line (corresponding to the RPE) to the inner surface of
the sclera. CT was measured at 14 different locations (Fig 2): at the fovea (with horizontal and
vertical scan: Fyy and Fy;, respectively), and at 500, 1000 and 1500 um from the fovea in the
nasal (N5ooum» N1oooum and Nisgoum, respectively), temporal (Tsooum» T1000um and T1s0ums
respectively), superior (Ssooum» S1000um and Sis00ums> respectively), and inferior (Isooums T1000um
and I500,m, respectively) quadrants, as published previously [37].
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Fig 2. Choroidal thickness measurements by EDI-OCT. A representation of choroidal thickness (CT) measurements in the right eye that could be depicted in a
patient with Alzheimer disease (A) and in the sex- and age-paired control eye (B) by optical coherence tomography. (1) CT measurements performed in the horizontal
scan: subfoveal and at 500 pm, 1000 pm and 1500 pm from the fovea to nasal and temporal area. (2) CT assessment in the vertical scan: subfoveal and at 500 pm,

1000 pm and 1500 pum from the fovea to superior and inferior area.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.9g002
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Statistical analysis

A 1 -sample Kolmogorov-Smirnov test was used to verify the normality of data distribution. All
tested data were normally distributed, except for sex. Paired Student t-test was used to compare
different sectors of CT. The Demographic and clinical participants” characteristics differences
were assessed with Wilcoxon test. The correlation between the OCT findings and the severity of
cognitive impairment through MMSE was analyzed by Pearson correlation coefficients.

As both eyes from some patients were included in this study, a univariate generalized esti-
mating equations model (GEE) was used to adjust for these within-patient inter-eye correla-
tions [40, 41]. It was non-viable to include both eyes in some cases due to dementia stage (both
eyes assessment was hampered by severe dementia symptoms). Intraclass correlation coeffi-
cient (ICC) was used to determine the interobserver reproducibility of manually quantified
measurements of CT.

A receiver operating characteristic curve was used to assess the discrimination value of the
OCT analyses. We used the area under the receiver operating characteristic curves (AUCs) to
assess the ability of CT to discriminate AD/MCI from HC [42].

All statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics V.20.0 (International Busi-
ness Machine Corporation, Armonk, NY, USA). The level of statistical significance was set at p
value less than 0.05.

Results

Overall, 51 MCI eyes (80.9%) and 12 dementia (19.0%) eyes from 34 patients (from 28 and 6
patients respectively) and 63 eyes from 32 HC were consecutively evaluated in the final analysis
based on inclusion and exclusion criteria.

Demographic and clinical characteristics of patients and controls are summarized in
Table 1. There were no significant differences among the two groups regarding age, sex, best-
corrected visual acuity, intraocular pressure, and axial length measurements. Mean age was
73.1 + 6.0 years (age range: 57-85 years). All eyes included were phakic.

Table 2 shows the comparison of CT analysis between PiB+ patients and control eyes.
Firstly, MCI and dementia patients were compared altogether with HC. CT showed significant
reduction across PiB+ compared to HC in vertical scans in foveal thickness (244.9 + 87.3 um
in PiB+ and 279.9 + 113.5 um in HC, p = 0.040), superior scan at Ssqoum (230.5 + 85.9 um in
PiB+ and 267.8 + 116.8 um in HC, p = 0.026) and inferior scan at I;ggoum (243.5 £ 77.8 um in
PiB+ and 281.8 + 108.9 um in HC, p = 0.020) and at I;500um (239.7 £ 76.9 pum in PiB+ and
273.4+109.7 um in HC, p = 0.045). We found a significant thinning of the CT in horizontal

Table 1. Demographic and clinical participant’s characteristics of Alzheimer disease eyes and control eyes (126 eyes of 66 individuals).

Patients® (N = 63) Controls (N = 63) P MCI (N =51) Dementia (N = 12)
Age (years) 73.5 (6.0) 73.28 (6.0) 0.998 73.2 (6.2) 73.6 (5.5)
Male eyes (%) 31(49.2) 31(49.2) 1 27 (52.9) 4(33.3)
Spherical equivalent (Diopters) 0.53 (1.10) 0.58 (1.22) 0.797 0.61 (1.22) 0.41 (0.62)
BCVA 20/29 (0.34) 20/26 (0.17) 0.259 20/28 (0.35) 20/33(0.32)
Axial length (mm) 23.2(0.8) 23.2 (0.9) 0.816 23.2(0.8) 22.9(0.7)
0P 13.7 (3.9) 12.8 (2.8) 0.154 14.0 (4.1) 12,5 (3.2)

BCVA, best corrected visual acuity; IOP, intraocular pressure; MCI, mild cognitive impairment; AD, Alzheimer disease.
? Patients means MCI and dementia patients due to AD altogether.
Data for quantitative variables are shown as mean (standard deviation). Sex differences were assessed with Fisher’s test. Rest of analysis was performed using Wilcoxon

test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.t1001
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Table 2. Comparison of choroidal thickness analysis between Alzheimer PiB+ patients altogether and control eyes, mild cognitive impairment patients and control
eyes and Alzheimer disease patients and controls.

Patients® (n = 63) HCs (n=63) P MCI (n=51) HCs (n=51) P Dementia (n=12) | HCs (n=12) pP*
CT T 15000um 235.4 (18.6) 266.9 (100.3) | 0.037* 240.5 (75.0) 263.6 (85.6) 0.151 213.5 (92.5) 280.6 (152.0) | 0.104
CT T 1000um 242.8 (83.9) 272.7 (109.1) 0.056 248.4 (81.6) 270.7 (93.2) 0.178 218.9 (93.0) 281.5 (165.8) 0.164
CT T 500pm 250.5 (88.1) 287.4 (140.2) 0.058 253.8 (85.8) 285.6 (130.9) 0.145 236.5(99.7) 295.1 (181.3) 0.195
FH 253.7 (88.7) 279.7 (115.0) 0.121 256.8 (87.6) 277.7 (95.1) 0.233 241.2 (97.4) 288.2 (182.8) 0.333
CT N 500um 241.1 (88.6) 267.7 (117.9) 0.124 244.0 (87.9) 265.0 (98.4) 0.254 228.5(94.2) 279.1 (184.8) 0.301
CT N 1000pm 225.9 (90.8) 256.3 (116.9) 0.088 231.3 (91.6) 254.0 (96.9) 0.227 202.8 (87.1) 265.8 (185.0) 0.218
CT N 1500pm 200.9 (88.6) 229.23 (113.7) 0.105 206.5 (90.9) 227.8 (98.4) 0.253 176.9 (77.3) 235.3 (169.6) 0.232.
CT § 1500um 217.0 (84.4) 240.1 (102.4) 0.132 221.6 (80.5) 239.6 (90.4) 0.292 197.9 (100.7) 242.3 (146.5) 0.237
CT S 1000pm 226.9 (87.1) 252.7 (112.9) 0.123 232.2 (83.9) 251.4 (97.4) 0.294 205.3 (100.5) 257.8 (167.8) 0.215
CT § 500um 230.5 (85.9) 267.8 (116.8) 0.026* 234.2 (83.7) 268.41 (101.9) 0.058 215.5(97.1) 265.5 (170.8) 0.271
FV 244.9 (87.3) 279.9 (113.5) 0.040* 250.5 (86.0) 279.4 (98.8) 0.116 222.1(92.7) 282.3 (163.3) 0.193
CT I500pum 249.2 (84.6) 278.4 (111.9) 0.083 252.1 (82.6) 278.5(99.7) 0.156 237.7 (95.2) 278.1 (157.6) 0.331
CT11000pm 243.5(77.8) 281.8 (108.9) 0.020* 245.8 (74.2) 283.2 (95.8) 0.040* 233.8 (93.9) 276.0 (155.0) 0.304
CTI1500pm 239.7 (76.9) 273.4 (109.7) 0.045* 243.6 (75.3) 275.1 (96.9) 0.083 223.8 (84.7) 266.6 (156.9) 0.348

CT, choroidal thickness; MCI, mild cognitive impairment; AD, Alzheimer disease; HCs, healthy controls; T, temporal; N, nasal; S, superior; I, inferior; FH, subfoveal CT

in horizontal scan; FV, subfoveal CT in vertical scan.

? Patients means MCI and dementia patients due to AD altogether.

Data for quantitative variables are shown as mean (standard deviation). Analysis was performed using paired Student’s t-test for dependent samples.

* p value < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.t002

scans only in temporal section at I;500um (235.4 + 18.6 pm in PiB+ and 266.9 + 100.3 pm in
HC, p = 0.037), while we did not find any significant reduction in nasal locations. Secondly,
we analyzed CT differences between MCI and HC, finding a CT significant reduction just in
T1000um Scan (245.8 £ 74.2 um in MCI and 283.2 + 95.8 um in HC, p = 0.040). No significant
differences in CT measurements were found in foveal, nasal, superior and inferior scans.

GEE was performed to compare MCI and dementia groups individually with all HC
included, shown in Table 3. We found significant thinning of CT between MCI and all HC
included in I;ggopty Scan (245.8 + 74.2 ym in MCI and 281.8 + 108.9 um in HC, p = 0.046).
Comparing dementia patients with all HC, we found significant thinning in CT T goottm
(218.9 + 93.0 in dementia and 272.7 + 109.1 in HC, p = 0.046), S;00ttm (205.3 + 100.5 in
dementia and 252.7 + 112.9 in HC, p = 0.034), Ssoftm (215.5 £ 97.2 in dementia and
267.8 +116.8 in HC, p = 0.034), FV (222.1 + 92.7 in dementia and 279.9 + 113.5 in HC,

p =0.037), I p00ptm (233.8 £ 93.9 in dementia and 281.8 + 108.9 in HC p = 0.015) and I;500ftm
(223.8 + 84.7 in dementia and 273.4 £ 109.7 in HC, p = 0.045). GEE test was also used to com-
pare CT measurements between dementia and MCI patients, also in Table 3; no significant
thickness reduction was achieved. However, the lack of significant differences among demen-
tia and MCI did not avoid to appreciate that CT results at each location may tend to be thinner
in MCI than in HC subjects, and these differences increased in dementia stage.

The AUC analysis was calculated for two different CT measurements, CT 1,509y, and CT
I 000Htm> Which were statistically significant, with 95% confidence limits for sensitivity and
specificity, as shown in Fig 3. The highest AUC value to discriminate MCI and dementia from
HC was CT Iggopm (area 0.597, p = 0.062), whereas for 1500, the area was 0.580, p = 0.122.
Fig 4 shows the values of I;pgopty CT in HC, MCI and AD; there is significant difference in CT
between HC and MCI or dementia, whose CT values are similar. A trend in CT thinning from
HC to MCI and dementia is appreciated in Fig 4.
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Table 3. Comparison of choroidal thickness analysis between mild cognitive impairment and dementia patients due to Alzheimer disease using a univariate gener-

alized estimating equations model.

MCI (n =51) AD (n=12) P MCI (n =51) HCs (n=63) P Dementia (n = 12) HCs (n=63) P*
CT T 1500lm 240.5 (75.0) 213.5(92.5) 0.362 240.5 (75.0) 266.9 (100.3) 0.125 213.5(92.5) 266.9 (100.3) 0.104
CT T 1000Hm 248.4 (81.6) 218.9 (93.0) 0.327 248.4 (81.6) 272.7 (109.1) 0.165 218.9 (93.0) 272.7 (109.1) 0.046*
CT T s500ltm 253.8 (85.8) 236.5 (100.0) 0.587 253.8 (85.8) 287.4 (140.2) 0.134 236.5(99.7) 287.4 (140.2) 0.103
FH 256.7 (87.3) 241.2 (97.4) 0.619 256.7 (87.3) 279.7 (115.0) 0.215 241.2 (97.4) 279.7 (115.0) 0.125
CT N 500ptm 244.0 (87.9) 228.5(94.2) 0.610 244.0 (87.9) 267.7 (117.9) 0.234 228.5(94.2) 267.7 (117.9) 0.056
CT N 1900tm 231.3 (91.6) 202.9 (87.1) 0.327 231.3 (91.6) 256.3 (116.9) 0.210 202.8 (87.1) 256.3 (116.9) 0.171
CT N 1500Hm 206.5 (90.0) 176.9 (77.3) 0.264 206.5 (90.0) 229.23 (113.7) 0.218 176.9 (77.3) 229.23 (113.7) 0.125
CT'S 1500l 221.6 (80.5) 197.9 (101.0) | 0.460 221.6 (80.5) 240.1 (102.4) 0.271 197.9 (100.7) 240.1 (102.4) 0.105
CT S 1000Mm 232.2(83.9) 205.3 (100.5) 0.406 232.2 (83.9) 252.7 (112.9) 0.278 205.3 (100.5) 252.7 (112.9) 0.034*
CT'S so0ttm 234.2 (83.7) 2155(97.2) | 0.548 234.2 (83.7) 267.8 (116.8) 0.105 2155 (97.1) 267.8(116.8) | 0.034*
FV 250.5 (86.0) 222.1(92.7) 0.348 250.5 (86.0) 279.9 (113.5) 0.098 222.1(92.7) 279.9 (113.5) 0.037*
CT 1 so0itm 252.1 (82.6) 237.7(952) | 0.637 252.1 (82.6) 278.4 (111.9) 0.123 237.7 (95.2) 278.4 (111.9) 0.121
CT I 1000Hm 245.9 (74.2) 233.8 (93.9) 0.684 245.8 (74.2) 281.8 (108.9) 0.046* 233.8(93.9) 281.8 (108.9) 0.015*
CT 1 1500Mm 243.6 (75.3) 223.8(84.7) | 0470 243.6 (75.3) 273.4 (109.7) 0.062 223.8 (84.7) 273.4(109.7) | 0.045*

CT, choroidal thickness; MCI, mild cognitive impairment; AD, Alzheimer disease; HCs, healthy controls; T, temporal; N, nasal; S, superior; I, inferior; FH, subfoveal CT

in horizontal scan; FV, subfoveal CT in vertical scan.

Data for quantitative variables are shown as mean (standard deviation).

*“p value < 0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.1003

As CT is a subjective measurement, we calculated the intraclass correlation coefficient
(ICC), used to determine the interobserver reproducibility of manually quantified measure-
ments in Table 4, showing an excellent reliability [43].

Table 5 shows the correlation between MMSE score and CT at each location. Despite a non-

significant and very weak correlation between the parameters (p>0.141), a tendency of CT
thinning in association with MMSE decreased was observed in all measurements and we con-

sidered it a consistent positive correlation coefficient.

Sensibility

1 - Specificity

~——Choroidal Thickness 11000pm (area 0.597)
Choroidal Thickness 11500um (area 0.580)

Reference line

Fig 3. AUC of CT I;500ptm and CT Iygpoptm. The area under the curve (AUC) of choroidal thickness (CT) at 1000 pm
in inferior (I) (blue line) and at 1500 pm in inferior (green line) had the highest values under the curve and represented

the most sensibility and specificity measurements.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.g003
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Fig 4. AUC of CT I;ogoltm in MCI patients, dementia patients and HCs. Choroidal thickness (CT) at 1000 um in
inferior (I) sector in healthy controls (HCs), mild cognitive impairment (MCI) and dementia due Alzheimer’s disease
(AD) eyes (error bars represent 95% confidence intervals), described on a bar chart.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.9g004
Discussion
Nowadays, the gold standard for diagnosing AD is based on laboratory biomarkers (such as
Ap-42, P-tau, T-tau) and imaging techniques (MRI and PET using amyloid tracers) [6-13].
Table 4. Intraclass correlation coefficient used to determine interobserver reproducibility of manually quantified
measurements and the confidence intervals associated.
1CC 95% CI
CT T 1500Hm 0.997 0.996-0.999
CT T 1000im 0.976 0.952-0.985
CT T spoltm 0.988 0.981-0.994
Fu 0.980 0.973-0.991
CT N sooltm 0.979 0.966-0.989
CT N 1900Hm 0.944 0.915-0.972
CT N 1500Hm 0.951 0.914-0.972
CT'S 1500Mm 0.957 0.930-0.978
CT'S 1000k 0.965 0.940-0.981
CT'S 500kt 0.966 0.938-0.980
Fy 0.944 0.908-0.971
CT T so0ttm 0.964 0.944-0.982
CT I 1000Hm 0.916 0.857-0.954
CT1 1500Mm 0.905 0.831-0.942
ICC, intraclass correlation coefficient; CT, choroidal thickness; T, temporal; N, nasal; S, superior; I, inferior. FH,
subfoveal choroidal thickness in horizontal scan; FV, subfoveal choroidal thickness in vertical scan; CI, confidence
intervals.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.1004
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Table 5. Correlation of mini-mental state examination with each measurement of choroidal thickness.
r value p value*
CT T 1500um 0.063 0.647
CT T 1000um 0.055 0.687
CT T 500pum 0.055 0.690
FH 0.055 0.691
CT N 500pm 0.092 0.505
CT N 1000pm 0.079 0.567
CT N 1500um 0.103 0.453
CT S 1500um 0.214 0.124
CT S 1000pum 0.205 0.141
CT S 500um 0.158 0.258
FV 0.159 0.256
CT 1500pm 0.119 0.397
CT 11000um 0.108 0.441
CT11500pum 0.140 0.317

CT, choroidal thickness; T, temporal; N, nasal; S, superior; I, inferior; FH, subfoveal CT in horizontal scan; FV,
subfoveal CT in vertical scan.
Analysis was performed using Pearson s correlation coefficient.

No significant results were achieved regarding CT and Mini-Mental State Examination correlation (*p>0.05)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0239484.t1005

These widely investigated biomarkers for the molecular and degenerative process of AD can
be supportive of AD diagnosis but they are not recommended for routine diagnostic purposes
just in clinical trials and research studies [4]. Recently, increasing efforts have been made to
discover new biomarkers with the aim to improve AD diagnosis in early stages. In an attempt
to investigate CT in AD patients, we conducted a study which involved deeply characterized
prodromal AD patients with detailed neurocognitive testing and PET imaging with ''C-PiB.
The present work is a logical extension of our previous publication about AD biomarkers, in
which we suggested RNFL and RGCL as potential AD biomarkers in a near future [25]. Our
main outcomes herein were CT thinning in different localizations comparing PiB+ patients
(MCI stage and dementia stage) versus HC and a general trend toward CT thinning in MCI
patients compared with HC, which became more pronounced in dementia. The choroid is a
highly vascularized layer that supplies the outer retina with oxygen, nutrients and growth fac-
tors. It also serves as a heat diffuser, protecting the photoreceptors [31]. Growing evidence
about the choroidal involvement in AD [26-30] and the development of EDI-OCT technology
has provided a chance to identify new visual non-invasive biomarkers [34]. Likely related to
cerebral vascular impairment in early AD [44, 45], choroidal thinning may represent a novel
biomarker of AD.

To the best of our knowledge, the present work constitutes the first study investigating the
thickness of choroidal tissue in MCI subjects positive to ' C-PiB PET/CT. Our findings
showed significant differences between CT across PiB+ patients in selected locations (CT
T1000ums CT T1000pm and 1500um> CT S1s00um and foveal thickness in vertical scan) but few statis-
tically significant CT reduction data in MCI or dementia groups individually versus HC.
Although our primary finding was the lack of association between CT thinning and MCI or
dementia versus age-and sex- matched HC, an interesting observation emerged from a more
powerful statistical analysis performed. GEE was performed to compare MCI and dementia
patients individually with all HC included, shown in Table 3 and we demonstrated a signifi-
cant reduction of one choroid measurements in dementia patients. Even more, a general trend
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toward the CT thinning in MCI patients, which became more pronounced in dementia, is
shown in Table 3. This tendency is slightly appreciated in Fig 3. The inclusion of one eye per
subject, randomly selected, is widely spread for statistical purposes, reducing possible bias of
side preference. Actually, most studies proceed this way [29]. Nevertheless, there are complex
statistical analysis which allow the use of both eyes without bias increasing the sample size [46].

Previous data determined that cerebral vascular damage, due to accumulation of A [12],
plays an important role in early AD progression [44, 45, 47]. In accordance to this, it has been
hypothesized that as AS deposition causes angiopathy in the brain, it might cause angiopathy
in the choroid; and, subsequently, atrophy of choroidal tissue reflected in a reduction in CT
[48, 49]. Supporting this idea, both Af plaques and Tau neurofibrillary tangles (NFTs) have
been detected in some parts of the visual system in AD patients, including the retina [50, 51].
Interestingly, in a mouse model of AD, Af} deposits were specifically located in the RGCL [48].
Accordingly, Koronyo et al demonstrated histopathologically that RGCL thinning due to AD
might be related with intracellular NFT's of Tau and extracellular AB protein deposits through-
out the retina and not related with other etiologies of dementia [52]. Similarly, Af accumula-
tion has been detected in choroidal tissue in normal aging mice, in several mouse models of
AD and in human post-mortem retina samples from AD donors [47-49]. We assumed choroi-
dal thinning might be related to a series of pathologic events triggered by A accumulation.

Several OCT studies showed choroidal thinning using EDI technology in mild and moder-
ate dementia-AD [26-29] and one study showed CT thinning in MCI [30]. Every single study,
except one [26], performed EDI-OCT examination and measured the perpendicular CT from
the outer edge of the hyperreflective retinal pigment epithelium to the inner sclera, getting
similar average thickness of the choroid, in agreement with the work hereby presented. How-
ever, a different number of CT locations were measured in each study, within 7 [30], 9 [26-28]
and 13 [29] measurements. In order to solve this discrepancy, we analyzed CT at 14 locations,
2 of subfoveal thickness in 2 different scans and 12 more separated 1500, 1000 and 500 pm
from these subfoveal locations [37].

Despite the disparity of the analyzed data, all investigations described a significantly thin-
ning of CT measurements at each location, among AD and HC. Bulut et al added significant
differences in MCI and Cunbha et al showed a significant choroidal thinning in AD versus age
matched controls and even when compared with elderly subjects [29, 30]. In addition, Ghara-
biya’s group took measurements at baseline and 12 months later, reporting CT decreased sig-
nificantly after this time in the AD group whereas no significant reduction was observed in
controls [27].

In our study, we did not find a significant correlation between the CT values at all localiza-
tions and the MMSE scores. In agreement with our results, Bayhan et al and Gharbiya et al
reported no significant correlation between CT and each of the tested psychometric parame-
ters [26, 27]. Trebastoni et al conducted a prospective study which measured CT at baseline
and after one year, describing cognitive functions deterioration assessed by MMSE, Alzhei-
mer’s Disease Assessment Scale-Cognitive (ADAS-Cog 11), and Clinical Dementia Rating
Scale (CDR) at the end of these 12 months (p<0.0001), but no correlations were found
between psychometric scores’ changes and neither baseline CT nor CT changes [28]. In con-
trast, Bulut et al observed a significantly positive correlation between MMSE score and CT
value [30]. Although current diagnosis of AD is based on cognitive clinical evaluation, such an
approach might be insufficient in individuals with much cognitive reserve and we hypothesize
that the lack of correlation in our study could reflect MMSE may not be a suitable test to detect
subtle and initials changes at early disease stages like MCI or mild dementia.

As far as we are concerned, the aforementioned studies have three main limitations. Firstly,
none of them supported their findings with CSF biomarkers or PET exams to diagnose AD
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patients. This implies a variable degree of case misclassification affecting statistical power and
the interpretation of the outcome. Hence, the use of AD biomarkers cannot be ignored in the
design of OCT studies. We emphasize the importance of enrolling patients based AD biomark-
ers status instead of MMSE-based criteria. Secondly, those OCT studies faced another impor-
tant limitation concerning their section. Patients’ eyes assessment underwent a complete
ophthalmologic evaluation, including dilated fundus examination. Nevertheless, they did not
mention if OCT analysis was performed before or after pupil dilatation nor did specify which
kind of drop was used. This may be of crucial importance, as we have proved that phenyleph-
rine 2.5%, a common drop for pupil dilatation, might cause a significant choroidal thinning
thirty minutes after its instillation [37]. Thus, mentioning the use of dilatation drops should be
important to reach a conclusion in CT changes, because if they used phenylephrine differently
in AD patients and controls, this might be a source of bias. Finally, these studies assessed CT
using exclusively 7 to 13 locations. As choroidal analysis was based on subjective and non-
automated measurements, we analyzed it in 14 locations in order to reduce bias as we previ-
ously reported [37].

The main limitations of the present study are the relatively small sample size and the cross-
sectional design. Specifically, our study included few patients with dementia due to AD in
order to depict if there was trend of CT to be thinner in worse stages of dementia. However,
our sample was characterized by a marked homogeneity in ocular biometric parameters that
strengthens the power of our results. Even so, future research should include a higher number
of subjects with both early and late stage AD and longitudinal measurements. Another com-
mon limitation is the measurement of CT manually using EDI-OCT, providing us a choroidal
analysis based on subjective, non-automated measurements. To help overcome this hurdle, the
study was designed taking this into account, and a well-trained ophthalmologist (AC) unaware
of patients’ diagnoses performed the CT measurements. Besides, this manual technique had
already been used in previous reports [34] and proved to have high intra-observer and inter-
observer reproducibility [53].

One of the major advantages of the present work is that the research protocol was under-
taken in a real clinical setting in well characterized MCI patients. Hence, our results represent
very likely day-to-day in clinical practice.

In conclusion, our study described CT thinning in selected localizations, but not a statistical
significant and general choroidal thinning comparing dementia and MCI versus HC. For this
reason, CT might be a promising target to find a biomarker in prodromal stages of AD because
there is a general choroidal reduction trend from HC to MCI patients, which become slightly
more pronounced in AD. It would be interesting to conduct larger and prospective OCT stud-
ies in AD population characterized with available biomarkers to describe whether choroidal
vascular damage occurs specifically in prodromal stages of AD.
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Abstract

Background: To evaluate a wide range of optical coherence tomography (OCT) parameters for possible application
as a screening tool for cognitively healthy individuals at risk of Alzheimer’s disease (AD), assessing the potential rela-
tionship with established cerebrospinal fluid (CSF) core AD biomarkers and magnetic resonance imaging (MRI).

Methods: We studied 99 participants from the Valdecilla Study for Memory and Brain Aging. This is a prospective
cohort for multimodal biomarker discovery and validation that includes participants older than 55 years without
dementia. Participants received a comprehensive neuropsychological battery and underwent structural 3-T brain MR,
lumbar puncture for CSF biomarkers (phosphorylated-181-Tau (pTau), total Tau (tTau), beta-amyloid 1-42 (AR 1-42),
and beta-amyloid 1-40 (AR 1-40)). All individuals underwent OCT to measure the retinal ganglion cell layer (GCL), the
retinal nerve fiber layer (RFNL), the Bruch’'s membrane opening-minimum rim width (BMO-MRW), and choroidal thick-
ness (CT). In the first stage, we performed a univariate analysis, using Student’s t-test. In the second stage, we per-
formed a multivariate analysis including only those OCT parameters that discriminated at a nominal level, between
positive/negative biomarkers in stage 1.

Results: We found significant differences between the OCT measurements of pTau- and tTau-positive individuals
compared with those who were negative for these markers, most notably that the GCL and the RNFL were thinner

in the former. In stage 2, our dependent variables were the quantitative values of CSF markers and the hippocampal
volume. The AR 1-42/40 ratio did not show a significant correlation with OCT measurements while the associa-

tions between pTau and tTau with GCL were statistically significant, especially in the temporal region of the macula.
Besides, the multivariate analysis showed a significant correlation between hippocampal volume with GCL and RNFL.
However, after false discovery rate correction, only the associations with hippocampal volume remained significant.

Conclusions: We found a significant correlation between Tau (pTau) and neurodegeneration biomarkers (tTau and
hippocampus volume) with GCL degeneration and, to a lesser degree, with damage in RFNL. OCT analysis constitutes
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a non-invasive and unexpensive biomarker that allows the detection of neurodegeneration in cognitively asympto-

matic individuals.

Keywords: Alzheimer's disease, Optical coherence tomography, Amyloid, Tau, Ganglion cell layer, Retinal nerve fiber

layer, Neurodegeneration, Hippocampal volume

Background

To date, there is no disease-modifying treatment for Alz-
heimer’s disease (AD). In particular, clinical trials with
anti-amyloid drugs have consistently failed to show effi-
cacy in clinical endpoints. However, it is likely that these
studies have been conducted in individuals in advanced
stages of the disease, in whom lowering amyloid levels
might not be enough to halt the disease progression [1].
There is a consensus in the field that clinical trials with
potentially disease-modifying treatments should be per-
formed in the early stages of AD. Therefore, it is neces-
sary to develop tests to identify those individuals who are
asymptomatic or very mildly symptomatic, but who have
a high risk of progressing to cognitive impairment.

The core biomarkers used in AD research can be
divided into three categories: (1) biomarkers of beta-
amyloid (A) brain deposition: high ligand retention on
amyloid positron emission tomography (PET) or low cer-
ebrospinal fluid (CSF) beta-amyloid 1-42 (Ap 1-42) and
AP 1-42/40 ratio [2—4]; (2) biomarkers of AD-associated
Tau pathology: elevated CSF phosphorylated Tau (pTau)
and Tau-PET [4, 5], and (3) biomarkers of neurodegener-
ation or neuronal injury: CSF total Tau (tTau), 3F-fluoro-
deoxyglucose (FDG)-PET hypometabolism, and atrophy
on structural magnetic resonance imaging (MRI) [5, 6].
Advances in the technique and standardization of CSF
biomarkers and the emergence of amyloid and Tau-PET
have considerably improved the ability to detect pre-
clinical individuals with AD pathological changes and
currently are considered as gold standard tests [7-10].
However, despite the increasing attempts to integrate
biomarkers into clinical decision-making, diagnosis sup-
ported by them is still considered appropriate only for
research-related purposes [11]. The clinical environment
has not yet evolved properly for this to occur due to chal-
lenges with cost, standardization, and accessibility [12,
13]. Therefore, there is an urgent need to develop non-
invasive, affordable, and scalable biomarkers. The aim
would be to detect preclinical individuals at high risk of
cognitive deterioration, as well as to allow monitoring of
the effects of disease-modifying treatments.

The retina, a developmental outgrowth of the brain,
is considered a window to study disorders in the central
nervous system [14—16]. The link between the eye and
AD has been established clinically, histologically, and
through technological devices such as optical coherence
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tomography (OCT) [17]. OCT provides a cross-sectional
structure of the retina with extremely high resolution,
typically on the micrometer scale. The main advantages
of OCT for diagnosing probable AD include its non-inva-
sive nature, its wide availability, and the resulting reti-
nal images, which can be analyzed both objectively and
qualitatively [18]. There is growing evidence supporting
the incorporation of OCT technology into clinical set-
tings managing neurological diseases [19-21]. Currently,
the identification of retinal biomarkers in AD using OCT
remains an area of active research, and a growing num-
ber of studies indicate that OCT reflects AD pathology in
individuals with dementia and those in prodromal stages
[22-28]. However, few studies have assessed the role of
OCT as an AD biomarker in preclinical individuals [22,
29, 30], and even fewer have used CSF AD biomarkers
as a gold standard [29]. Based on the above evidence, we
propose to evaluate OCT for its potential applications as
a population screening tool. The objective of the present
study is to explore a wide range of OCT parameters in
a well-phenotyped group of community dwellers. OCT
measurements included were the retinal ganglion cell
layer (GCL) thickness, the peripapillary retinal nerve
fiber layer (RFNL) thickness, the Bruch’s membrane
opening-minimum rim width (BMO-MRW), and the
choroidal thickness (CT). We evaluated their potential
relationships with established CSF core AD biomarkers
(tTau, pTau, AP 1-42, and AP 1-40) and MRI (hippocam-
pal volume).

Methods

Participants

We included participants from the Valdecilla Study for
Memory and Brain Aging recruited between July 2018
and February 2020 at the University Hospital Marqués
de Valdecilla (UHMYV) in Santander, Spain. This is a pro-
spective study for multimodal biomarker discovery and
validation that includes community dwellers older than
55 years. A comprehensive neuropsychological battery,
which comprises the main cognitive domains (memory,
language, praxis, visual perception, and executive func-
tion), was administered by two trained neuropsycholo-
gists (AP, MGM). All participants underwent structural
3-T brain MRI, blood draw to obtain DNA and plasma
samples, lumbar puncture for CSF biomarkers, and
ophthalmological evaluation. Subjects with a history
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of dementia, neurological or psychiatric disorders, any
significant systemic illness, or current use of any medi-
cations known to affect cognition were excluded. Oph-
thalmological exclusion criteria were a refractive error >
6.0 or < 6.0 diopters (D) of spherical equivalent or 3.0 D
of astigmatism, any history or showing evidence of ocular
surgery or ocular disease, best-corrected visual acuity as
poor as 20/40, intraocular pressure (IOP) > 18 mmHg, or
history of raised IOP. Similarly, other exclusion criteria
included clinically relevant opacities of the optic media
and low-quality images due to unstable fixation.

The study protocol and the written consent were
approved by the Ethics Committee of the UHMV (ref-
erence number 2018.111), and it was performed follow-
ing the principles of the Declaration of Helsinki. Written
consent forms were signed by all participants before
examinations.

Neuropsychological episodic memory testing

To evaluate the medial temporal lobe (MTL) func-
tion, the verbal episodic memory of all participants was
assessed using the Free and Cued Selective Reminding
Test (FCSRT; Buschke, 1984). We used FCSRT delayed
total recall as our main variable for episodic memory
(0-16).

CSF samples acquisition and analysis

The CSF biomarker assessment included the determi-
nation of AR 1-42, Ap 1-40, tTau, and p-181-Tau. The
levels of biomarkers were quantified by chemilumines-
cent enzyme-immunoassay (Lumipulse G600 II, Fujire-
bio Europe, Belgium) following the manufacturer’s
instructions and interpreted according to the previously
established cutoff points [31]. To adjust for individual dif-
ferences in total amyloid production, Ap42 was expressed
relative to AP40 (ratio AP 1-42/40).

Magnetic resonance imaging

All images were acquired in the same 3T Philips Medical
Systems MRI scanner (Achieva, Best, The Netherlands)
using an 8-channel head coil at the UHMV. A sagittal
MPRAGE T1-weighted sequence was acquired with the
following parameters: flip angle 9° shortest TR and TE,
voxel size = 1.2 mm, and 170 contiguous slices.

To segment the hippocampus, the automated Free-
Surfer protocol was used (FreeSurfer version 6.0 (http://
surfernmr.mgh.harvard.edu)). Briefly, the protocol
included the removal of non-brain tissue, labeling vol-
umes of each segmentation, and normalizing the voxel
intensities. Next, cortical and subcortical volume meas-
ures were inferred using the surface stream and the sub-
cortical segmentation stream, respectively [32].
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Subcortical measures were automatically derived from
the subcortical processing stream (i.e., “aseg.stats” in
FreeSurfer). Quality checks of acquired data were con-
ducted using the ENIGMA Consortium quality control
protocol (http://enigma.ini.usc.edu/).

Ophthalmological assessment

All participants underwent a thorough ophthalmologic
examination on the day of OCT imaging: best-corrected
visual acuity (Snellen charts), anterior segment biomicros-
copy, refraction, OCT measurements, axial length (AL)
assessment, IOP quantification with Goldmann applana-
tion tonometer (GAT), and dilated fundus examination.
Participants received one drop of tropicamide 1% and
phenylephrine per eye for pupil dilation after OCT evalu-
ation to preclude modifications in choroidal thickness
due to phenylephrine instillation as has been previously
reported [33]. The refractive error was recorded using an
auto refractometer Canon RK-F1 (Canon USA Inc., Lake
Success, NY, USA). AL was measured using a Lenstar LS
900 (Haag Streit AG, Koeniz, Switzerland). Each individ-
ual was randomized to decide which eye was to be exam-
ined first, using the method described by Dulku et al. [34].

Spectral-domain OCT imaging

A well-trained ophthalmologist (ALE) performed all
OCT exams of each eye for each patient using spectral-
domain OCT (SD-OCT) (Spectralis, Heidelberg Engi-
neering, Heidelberg, Germany) and checked all images
from each eye to identify any segmentation or centering
errors.

Ganglion cell layer thickness

The retinal thickness was measured with posterior pole
analysis (PPA) software of SD-OCT. This protocol has
been described in detail [35]. The average retinal layer
measurement of each 8 x 8 (3° x 3°) sector (64 sec-
tors) was determined. To simplify the study, we consid-
ered 4 x 4 central grids for analysis. Those 16 sectors
were numbered as shown in Fig. 1, with temporal (T),
nasal (N), superior (S), and inferior (I) labels added to
ease understanding. The superior cluster included 1-8
sectors, whereas the inferior cluster included 9-16 sec-
tors (Fig. 1). A segmentation analysis was performed
using the Heidelberg segmentation software (version
1.10.2.0) to calculate the thickness of the GCL consider-
ing APOSTEL recommendations [36].

Peripapillary retinal nerve fiber layer thickness

The “Glaucoma Module Premium Edition” (GMPE)
provided by Spectralis version 6.0c was used to evalu-
ate optic nerve variations in AD. This technology has
proven useful in glaucoma disease [37] and also for
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damage. CSF, cerebrospinal fluid; GCL, ganglion cell layer

Fig. 1 Representation of the optical coherence tomography (OCT) scan of the macula with posterior pole analysis (PPA). PPA is divided into 16
sectors numbered from 1 to 16. Temporal sectors included TS1,TS2, TS5, TS6, TI9, TI10, T113, and TI14; nasal sectors are NS3, NS4, NS7, NS8, NI11, NI12,
NI15, and NI16. Superior sectors were labeled from 1 to 8, whereas inferior sectors were from 9 to 16. The first PPA analysis is related to CSF pTau,

the second image is related to CSF tTau, and the last PPA is related to hippocampus volume. Red circles highlight the GCL sectors with significant

tTau

Hippocamp
us volume

evaluating optic discs with anatomical variations [38].
The BMO-MRW study is widely used in glaucoma but
not in neurodegenerative diseases, so we performed it
for two reasons. On the one hand, we employed it to
detect and exclude participants with glaucoma disease.
On the other hand, we wanted to provide a more in-
depth analysis of the optic nerve in AD because dam-
age to the peripapillary axons of the optic nerve in
advanced stages of AD has been widely described [39],
but there are some controversial results in the prodro-
mal stages [22, 29, 30].

GMPE includes 24 radial scans for the neuroreti-
nal rim analysis (BMO-MRW) and 3 circular scans for
the RNFL analysis [40]. From the 3 circular scans, we
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registered only the figures provided by the inner circle
scan. Six sector areas (superior-temporal (ST), superior
(S), superior-nasal (SN), inferior-nasal (IN), inferior (I),
and inferior-temporal (IT)), as well as their average,
were measured in both analyses.

Choroidal thickness

CT was measured using enhanced depth imaging (EDI)
Spectralis SD-OCT. CT was measured at 14 different
locations as it has been previously described [25]: at
the fovea (with horizontal and vertical scan: FH and FV,
respectively) and at 500, 1000, and 1500 pm from the
fovea in the N, T, S, and I quadrants.
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Data analysis

In the first stage of the analysis, we dichotomized all indi-
viduals according to their CSF AD biomarker status using
previously established cutoff points [31]. Next, potential
confounders were evaluated by comparing ophthalmo-
logical variables (IOP, pachymetry, AL, and refractive
error) in individuals with positive versus negative AD
biomarkers. For each individual, we calculated the mean
value of the two eyes for all OCT measurements (GCL,
RNFL, BMO-MRW, and CT). Then, we performed a uni-
variate analysis using Student’s ¢-test, comparing OCT
parameters in those individuals positive for AD CSF bio-
markers versus those who were negative.

In a second stage, we performed multivariate analyses
including only those OCT parameters that discriminated,
at a nominal level, between individuals with positive ver-
sus negative biomarkers in stage 1. We used generalized
linear models with the biomarkers’ quantitative data as
dependent variables (AP 1-42/40 ratio, pTau, tTau, and
hippocampus volume) and the OCT measurements,
selected after stage 1, as the main independent variables.

Age and sex were included as covariates in all models.
In the second stage, we determined the false discovery
rate (FDR) using the Benjamini and Hochberg method to
correct for multiple testing due to the many retinal areas
explored [41].

Finally, we assessed the relationship between signifi-
cant OCT parameters and FCSRT delayed total recall
using Pearson’s r.

All analyses were performed using IBM SPSS Statis-
tics V.20.0 (International Business Machine Corporation,
Armonk, NY, USA).

Results

Overall, 99 individuals (191 eyes) were consecutively
evaluated in the final analysis. Females were predomi-
nant (71%), and the mean age was 64.7 & 6.3 years. The
demographic and clinical characteristics of the study par-
ticipants are summarized in Table 1. The majority were
cognitively healthy (the mean Mini-Mental State Exami-
nation score was 28.94 + 1.3), and the mean FCSRT
delayed total recall was 15.01 £ 2.43.

Ophthalmological examination parameters did not
show significant associations with CSF AD biomarkers
(Additional file 1). Subsequently, we did not consider
them as confounding variables for the analysis.

Stage 1

Outcomes from stage 1 are depicted in Fig. 2. Herein, we
compared OCT parameters (RENL, GCL, CT, and BMO-
MRW) between individuals with positive versus negative
AD core biomarkers. None of the OCT measurements
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Table 1 Demographic and clinical characteristics

Characteristic N =99 individuals

Age (years), mean (SD) 64.9 (6.6)
Female eyes (%) 71%
Spherical equivalent, mean (SD) 0.34 (2.04)
Axial length (mm), mean (SD) 23.18(14)
Intraocular pressure, mean (SD) 1362 (2.77)
Pachimetry, mean (SD) 2897 (1.21)
MMSE (0-30), mean (SD) 2894 (1.3)
FCSRT delayed total recall (0-16), mean (SD) 15.01 (2.43)

CSF Biomarkers
AR40, mean (SD), pg/ml
AB42, mean (SD), pg/ml

10,615.01 (3278.23)
819.78 (336.35)

Ratio AR 1-42/40, mean (SD) 0.078 (0.02)
Total Tau, mean (SD), pg/ml 330.70 (137.25)
Phosphorylated Tau, mean (SD) 43.97 (26.35)

Hippocampal volume, mean (SD) 3266.08 (372.21)

Abbreviations: SD Standard deviation; AB Amyloid-@, neg, negative; pos Positive,
FCSRT Free and Cued Selective Reminding Test

significantly discriminated between individuals posi-
tive versus negative for the AP 1-42/40 ratio. Mean-
while, there were several OCT variables, especially those
related to GCL, which significantly differed between pos-
itive and negative individuals for pTau and tTau CSF bio-
markers. We consistently found that in those individuals
who were positive for either pTau or tTau, GCL thickness
was decreased compared to those who were negative. We
found nominally significant differences between pTau-
positive and pTau-negative individuals for GCL in 6 TS (p
= 0.044) and 7 NS (p = 0.043) sectors. Additionally, GCL
significantly discriminated between tTau-positive and
tTau-negative in 6 TS (p = 0.049), 7 NS (p = 0.035), 9 TI
(p = 0.046), and 13 TI (p = 0.021) sectors. Overall, indi-
viduals with positive pTau and tTau biomarkers showed,
on average, lower values on the other OCT variables. Sig-
nificant differences were found between pTau-positive
and pTau-negative individuals for BMO-MRW in TS (p
= 0.03) and NS (p = 0.014) sectors and RFNL in the TI
sector (p = 0.049). We also found significant differences
between tTau-positive and tTau-negative individuals for
BMO-MRW NS (p = 0.016) and BMO-MRW average (p
= 0.002).

Choroidal thickness was not associated with any of the
CSF biomarkers.

Stage 2

In stage 2, we performed a multivariate analysis with
the OCT measurements that were associated with CSF
markers positivity in stage 1, adjusting for age and sex
(Table 2).
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Fig. 2 A representation of the outcomes from the univariant analysis through bar charts. Each OCT parameter was compared with the three AD
core biomarkers, AR 1-42/40 ratio, pTau, and tTau, and divided into healthy and disease cases by well-known cut-points. * and ** symbols highlight
the outcomes with significant p-values (p < 0.05 and p < 0.01, respectively). BMO-MRW, Bruch’s membrane opening-minimum rim width; RNFL,
retinal nerve fiber layer; GCL, ganglion cell layer; TS, temporal superior; T, temporal; TI, temporal inferior; NI, nasal inferior; N, nasal; NS, nasal superior;

Once again, AP 1-42/40 ratio did not show significant
association with any OCT measurements. The associa-
tion between pTau and tTau with GCL measurements
remained significant. Likewise, pTau CSF levels showed
significant association with GCL in 6 TS, 9 TI and 13
TI sectors, and tTau showed significant association
with GCL in 9 TI, 13 TI, and 14 TI sectors. Regarding
RFNL and tTau, only the NI sector showed a significant
association. None of the BMO-MRW assessments was
significantly associated with any of the CSF markers.
However, after the FDR correction, none of these nomi-
nal p-values remained significant.

The same multivariate analysis was performed for
hippocampal volume. We consistently found that larger
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hippocampal volumes were significantly associated
with greater GCL thickness and vice versa. As shown
in Table 2, GCL 1 TS, 2 TS, 3 NS, 4 NS, 5 TS, 8 NS, 9
TI, 12 NI 13 T1, 14 TI, 15 NI, and 16 NI sectors were
statistically associated to hippocampal volume. Besides,
RENL displayed significant association in many sec-
tors: TI, NI, N, and NS. No association was found with
BMO-MRW measurements. After FDR correction,
most RENL and CGL OCT measurements remained
significantly associated with the hippocampal volume
(Table 2).

In Table 3 we present the relationship between the
average of all studied sectors of the RNFL, the GCL and
BMO-MRW, and all AD biomarkers. Larger hippocampal
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Table 4 Multivariate analysis including ganglion cell layer analysis clustered in 4 sectors

Ratio AB 1 42/40 pTau tTau Hippocampal volume

Beta (95%Cl) p-value Beta (95%Cl) p-value Beta (95%Cl) p-value Beta (95%Cl) p-value
GCLTS 1.86E—4(—0.0011t00.001) 0.655 —0.74(—164100.17) 0.109 —366(—854t01.21) 0.139 16.73 (4.10t0 29.37) 0.010%
GCLNS 145E—4(—0.0011t00.001) 0.771 —059(—167t00.50)  0.284 —335(=9.17t0248) 0257 20.15 (47310 35.57) 0.011*
GCLTI 2.30E—4(—0.0011t00.001) 0520 —1.04 (—2.03to—005) 0.039 —520(=10521t00.13) 0.050 15.89 (1.70t0 30.09) 0.029*
GCLNI  2.54E—4 (—0.001 t0 0.001) 0.582 —083(—183t00.17)  0.103 —432(=970t01.07) 0115 14.69 (0.38 10 29.01) 0.044*

Significative values (p < 0.005) are in bold

Significative values after the false discovery rate are distinguished with an asterisk

Abbreviations: GCL Ganglion cell layer, / Inferior, N Nasal, RNFL Retinal nerve fiber layer, S Superior, T Temporal

volumes were significantly associated with greater RNFL
and GCL thickness measurements.

In Table 4, the GCL data is grouped into 4 main sec-
tors (TS, NS, TI, and NI) to obtain a summary view. Each
contains the mean thickness of each area (mean of both
eyes). TS is the compound of the mean thickness of sec-
tors 1, 2, 5, and 6; NS is the compound of 3, 4, 7, and 8
sectors; TI is the compound of 9, 10, 13, and 14 sectors;
and NI is the compound of 11, 12, 15, and 16 sectors. The
TI sector shows nominal associations with all Tau and
hippocampal volume markers. After FDR correction,
the associations with the hippocampal volume remained
significant.

Finally, the FCSRT delayed total recall did not show any
correlation with the OCT parameters.

Discussion

Our main results show a nominally significant associa-
tion between Tau (pTau) and both neurodegeneration
biomarkers (tTau and, especially, hippocampal volume)
and GCL degeneration. To a lesser degree, we detected
an association betweent Tau and hippocampal volume
with RENL. Despite the exploratory nature of our design,
the consistency of our results is remarkable, as all of the
GCL associated areas showed the same pattern: the more
tTau or pTau levels in the CSE, the thinner was the GCL
layer. The opposite was found for the hippocampal vol-
ume: larger hippocampal volumes were associated with
thicker GCL layers and vice versa. Moreover, the same
patterns were present in the RFNL analysis. However,
after adjusting the p-values using FDR correction, only
the hippocampal volume was associated with GCL and
RFNL parameters. In contrast, CT did not show any
significant correlation with CSF biomarkers, and BMO-
MRW measurements were associated with pTau and
tTau status in isolated sectors, but p-values did not sur-
vive multivariate analysis. Overall, we found that none of
the OCT measurements was associated with the amyloid
biomarker (CSF Ap 1-42/40 ratio). Finally, we found no
association between the episodic memory test, FCSRT,

and any of the OCT biomarkers, which is concordant
with the hypothesis that retinal changes precede cogni-
tive problems.

The recent research framework for AD proposes an
A/T/N classification system based on biomarkers in liv-
ing patients, independently of cognitive status: “A” refers
to the AP biomarker (AB PET or CSF), “T” refers to path-
ologic Tau (CSF pTau or PET-Tau), and “N” refers to neu-
rodegeneration (CSF tTau, FDG-PET, or structural MRI)
[42]. This new research framework is based on the ration-
ale that AD is a continuum and the A/T/N classification
captures the sequential pathological changes starting
with AP deposition that would produce Tau pathology
and, finally, neurodegeneration. Our results support the
concept of AD as a continuous biological process [42,
43]. While no OCT measurements correlated with the
AP biomarker, changes in the retina became significant in
those individuals with positive pTau, especially in relation
with positive neurodegeneration biomarkers like tTau
and hippocampal atrophy. As shown in Fig. 1, the GCL
damage was more extensive in those individuals whose
biomarker profile showed a more advanced disease
course. Moreover, we found that the correlation between
CSF pTau and tTau (6 TS, 9 TL, 13 TT and 9 TI, 13 T1, 14
T, respectively) with GCL was strongest in the macular
peripheral sectors. The same pattern, with even larger
effects, was found in the hippocampal volume analysis.

Only a handful of studies have suggested a link between
AD biomarkers and retinal OCT measurements in cog-
nitively unimpaired individuals [22, 29, 30]. Particularly,
Asanad et al. [29] reported that the mean RFNL was
thinner in individuals that had CSF biomarkers of AD
pathology before cognitive deficits. Santos et al. [30] also
found larger RNFL damage in preclinical AD relative to
controls and related this damage to increased neocorti-
cal amyloid accumulation detected by ®F-florbetapir
AR PET. In contrast to our study, Santos and co-authors
did not find an association between GCL thinning and
AD biomarkers [30]. One possible explanation for these
conflicting results is that some of the aforementioned
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studies have less statistical power. While our population
included 99 individuals (mean of both eyes, 191 eyes in
total), these previous studies evaluated 43 participants
and 56 eyes, respectively. In line with our results, Golzan
et al. reported a significant difference in GCL thickness
between AD, preclinical AD, and healthy controls [22].
However, they found no association between OCT meas-
urements and PET imaging evidence of brain amyloidosis
[22]. In comparison, in our study, we used CSF biomark-
ers, which are known to detect Alzheimer’s pathological
changes earlier than PET [44].

Other studies have investigated the relationship
between MRI and retinal thickness in cognitively normal
subjects, describing the association between gray matter
volume or temporal lobe atrophy and retinal layer [28, 45,
46]. Casaletto et al. demonstrated an association between
GCL loss and RNFL thinning with MTL atrophy in neu-
rologically normal older adults [45]. Also, in line with our
results, another group found that macular GCL and inner
plexiform layer (IPL) thinning was associated with lower
gray matter volume of the occipital and temporal lobes in
elderly subjects [47]. Our results, adjusted by age, show
that GCL damage is related not only to hippocampal
atrophy but also to increased CSF pTau and tTau, sug-
gesting that the most likely mechanism would be pre-
clinical AD changes. According to this, Bevan et al. [48]
reported, in a transgenic AD model, that degeneration in
GCL happens simultaneously with the loss of hippocam-
pal dendritic spines. Interestingly, this constitutes a key
hallmark of AD research models, with spine loss particu-
larly acute in the vicinity of amyloid plaques [49].

Despite the cross-sectional design, the predominant
association between pTau CSF levels and thinning of the
macular temporal peripheral sector of GCL would sug-
gest that it is in this area where we might find the earliest
AD-related degenerative changes in the retina of cog-
nitively unimpaired individuals. Retinal ganglion cells,
neurons located in the retinal GCL (mostly in the mac-
ula), are characterized by a soma from which the origi-
nating axon runs initially into the RNFL. Subsequently,
these axons converge turning into the optic disc. There
is increasing evidence describing the existence of AD
pathology in the retina of AD patients [17, 50—58], specif-
ically in the GCL [59]. However, the localization of these
changes has been controversial. Neuroretinal damage
(RENL or GCL) in the upper, lower, or temporal macu-
lar sectors has been described [24, 27, 28, 60, 61], most
likely reflecting that the tissues belonged to individuals
at different time points in the Alzheimer’s continuum.
Koronyo et al studied the distribution of AP plaques in
the retina, reporting that A deposits were frequently
concentrated in the middle and far periphery of the supe-
rior quadrants along the blood vessels [17]. In line with
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our results, a recent study found that the mid-peripheral
retina showed more AD pathology than the central retina
[62]. Furthermore, this study showed that the temporal
retina had the strongest correlations with brain neuritic
plaques and cerebral amyloid angiopathy, and this area
showed the greatest contrast between AD and controls,
leading the authors to suggest that it might be the opti-
mal location for in vivo ocular imaging [62].

Limitations

A potential technical limitation of our study is the fact
that CT thickness was measured manually after the
EDI-OCT scan, providing us with a choroidal analy-
sis based on subjective, non-automated measurements.
To help overcome this hurdle, we tested the agreement
in a control sample, and as shown in a previous publica-
tion, we proved to have high intra-observer and inter-
observer reproducibilities [25]. A more general limitation
of the present study is the relatively small sample size
in comparison with the large number of OCT param-
eters measured, which might increase the probability
of false positives. However, with our two-step design,
we have sought to minimize the type 1 error. Addition-
ally, we performed a FDR correction to account for mul-
tiple testing due to the large number of areas tested.
Most importantly, we think that the consistency of the
OCT associations across several biomarkers with simi-
lar meaning, like tTau and hippocampal volume, makes
it highly unlikely that our results are explained by chance
alone.

Conclusions

Our main finding was the significant association between
GCL thickness, measured by OCT, with Tau and neu-
rodegeneration biomarkers in cognitively unimpaired
individuals. According to our results, macular temporal
peripheral sectors of GCL may represent the areas with
the greatest clinical potential for early screening; but this
hypothesis requires sequential studies in a larger popu-
lation to evaluate their clinical utility. Even though our
study represents the largest cohort of cognitively unim-
paired individuals assessed with OCT and multimodal
AD biomarkers to date, our results should be consid-
ered exploratory. Future investigations including larger
samples and analyzing prospectively the spatiotemporal
changes of OCT measurements are needed to optimize
the diagnostic utility of retinal imaging modalities in the
diagnosis of preclinical AD.
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