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0. ABREVIATURAS

ABREVIATURA

SIGNIFICADO

APP
AV
Ap
CCG
CCI
CDR
CFH
CFNR
CGR
CGRm
CNE
CNI
CPE
CPI
CS
DCL
DE
DV
EA
EM
EP
EPR
ERG
GDS
GFAP

GPAA

Proteina precursora del amiloide
Agudeza Visual
Beta amiloide
Capa de células ganglionares
Complejo de capas internas
Clinical Dementia Rating
Gen del factor H del complemento
Capa de fibras nerviosas de la retina
Células ganglionares de la retina
Células ganglionares de la retina melanopsinicas
Capa nuclear externa
Capa nuclear interna
Capa plexiforme externa
Capa plexiforme interna
Coliculo superior
Deterioro cognitivo leve
Desviacion estandar
Demencia vascular
Enfermedad de Alzheimer
Esclerosis multiple
Enfermedad de Parkinson
Epitelio pigmentario de retina
Electroretinograma
Global Deterioration Scale
Proteina gliofibrilar acida

Glaucoma primario de angulo abierto
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ABREVIATURAS
Hb Hemoglobina
M Media
MHC-II Complejo mayor de histocompatibilidad
MLI Membrana limitante interna
MMSE Mini Mental State Examination
N Numero de pacientes
NGL Nucleo geniculado lateral
OCT Tomografia de Coherencia Optica
OCTA Angiografia conTomografia de Coherencia Optica
pTau Proteina Tau fosforilada
RM Resonancia magnética
ROC Receiver Operating Characteristic
SC Sensibilidad al contraste
SNC Sistema nervioso central
TDP Test digital de percepcion

ZAF

Zona avascular foveal
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1. RESUMEN / SUMMARY

1.1Resumen en espanol

Deteccién precoz de demencia tipo Alzheimer mediante pruebas
oftalmolégicas psicofisicas y tomografia de coherencia 6ptica

como pruebas complementarias de diagnéstico

Introduccion

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una degeneracion primaria, caracterizada por la
afectacion de las funciones cognitivas corticales, con un alto impacto a nivel funcional,
un establecimiento lento y progresivo y por la aparicion de depdsitos de beta amiloide y

los ovillos neurofibrilares.

La retina es una proyeccion embrionaria del diencéfalo, y se consideran parte del sistema
nervioso central. La degeneracion producida en la retina y en el nervio 6ptico en la EA
puede originarse por via retrograda desde la corteza visual o por via directa desde la
propia retina causada por los depdsitos. Estos cambios anatomicos pueden ser detectados
con técnicas de diagnostico oftalmologicas que posibiliten el seguimiento de los cambios

segun progresa la neurodegeneracion.
Objetivos

Detectar los cambios que se producen en la retina, asi como los cambios funcionales que
se originan secundariamente, mediante pruebas psicofisicas oftalmoldgicas no invasivas
y tomografia de coherencia Optica, en dos poblaciones de pacientes con EA, diferenciadas
por el grado de evolucion de la patologia; comparando los resultados con una poblacion

control.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio con pacientes con EA comparandolos con sujetos sanos pareados
por edad. Se incluyeron 39 pacientes con EA leve, 21 pacientes con EA moderada y 40

controles. Tanto los pacientes como los controles estaban sanos oftalmoldgicamente.

11
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Se analizaron los valores de agudeza visual, sensibilidad al contraste, test de percepcion
del color, test digital de percepcion, medida de la oxihemoglobina de nervio 6ptico, OCT,

OCTA y medicion del espesor de la coroides.

Se realizo el analisis de la retina de ratones transgénicos de Alzheimer (3xTgAD) de 16
meses, mediante técnicas de inmunohistoquimica con los anticuerpos anti-Iba-1 y anti-
OX-6. En el analisis de la retina se realizo el estudio morfoldgico de la microglia y se

analizé el numero de células de microglia y el tamafio de su soma.

Resultados

Se observo una disminucion significativa de la agudeza visual, la sensibilidad al contraste,
la percepcion del color y la integracion visual en los pacientes con EA leve. Sin embargo,
esta alteracion, cuando la enfermedad esta en estadios de EA moderada, no empeor6

respecto a la EA leve, manteniéndose estable la pérdida respecto a los controles.

El espesor macular en los pacientes con EA leve mostré un adelgazamiento significativo
en la region central, sin embargo, en los pacientes con EA moderada en el 4rea macular

se encontr6 un engrosamiento en el area central macular.

El analisis macular por capas muestra adelgazamientos significativos en la capa de fibras
nerviosas de la retina, la capa de células ganglionares y la capa plexiforme externa; por

el contrario, la capa nuclear externa mostré engrosamientos significativos.

El espesor peripapilar en la EA leve no mostr6 cambios significativos, sin embargo, en la
EA moderada habia un adelgazamiento superonasal e inferotemporal significativo
respecto a los controles. La coroides de los pacientes con EA leve mostr6 un
adelgazamiento significativo subfoveal y en los sectores nasal e inferior. No se
encontraron diferencias en la zona avascular foveal entre los pacientes con EA leve y
controles. Los valores de la oxihemoglobina en la papila no mostraron diferencias

significativas entre los pacientes con EA leve y los controles.

En las retinas de raton transgénico 3xTgAD se encontraron signos de activacion
microglial comparado con los animales controles. Los animales transgénicos presentaron
un aumento del nimero de células, engrosamiento del soma, retraccion de sus
prolongaciones y migracion de las células dentro de la misma capa y entre capas. Esta
reactividad glial dio como consecuencia una alteracion del plexo microglial en la capa

plexiforme externa y en el complejo de capas internas. En las retinas de raton 3xTgAD
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habia agrupaciones circulares de microglia, con reorientacion y polarizacion de sus

prolongaciones.

Conclusiones

En esta tesis doctoral, se ha estudiado la implicacion de la via visual en la demencia tipo
Alzheimer. Se ha trabajado en pacientes con EA leve y EA moderada analizando tanto
métodos psicofisicos oftalmoldgicos como pruebas estructurales. También se ha
empleado para el andlisis de la poblacion microglial de la retina un modelo experimental

de raton transgénico con EA. A la vista de los resultados, concluimos que:

1. La agudeza visual de los pacientes con EA estd disminuida respecto a los controles.

La bajada de agudeza visual se da en estadios tempranos de la enfermedad y se mantiene

estable en la EA en el estadio moderado.

2. La sensibilidad al contraste en los pacientes con EA sufre una bajada en todas las

frecuencias espaciales cuando debuta la enfermedad. Esta bajada es mayor cuanto mayor
es la frecuencia espacial examinada. Cuando la EA evoluciona al estadio moderado, la

sensibilidad al contraste se mantiene estable.

3. Los pacientes con EA presentan una peor percepcion cromatica. Se ha encontrado una

alteracion inespecifica tanto en el eje tritan, como en el eje deutan. Cuando la EA

evoluciona al estadio moderado los pacientes cometen un mayor numero de errores.

4. El test digital de percepcion muestra una peor integracion visual en los pacientes con

EA cuando debuta la neurodegeneracion. Esta alteracion se mantiene estable cuando

avanza la patologia al estadio moderado.

5. El espesor total de la macula sufre un adelgazamiento cuando la EA est4 en estadio

leve. Cuando la enfermedad progresa al estadio moderado se encuentran engrosamientos

en la region central.

6. En los pacientes con EA leve existe un adelgazamiento en la macula en las capas

retinianas capa de fibras nerviosa de la retina, capa de células ganglionares, capas

13
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plexiformes y epitelio pigmentario de la retina, mientras que en las capas nucleares, por

el contrario, existe un engrosamiento.

7. En los pacientes con EA leve, en el espesor peripapilar de la capa de fibras nerviosa
de la retina no hay cambios significativos, mientras que, en la EA moderada existe un
adelgazamiento significativo en los sectores superonasal e inferotemporal.

8. Los pacientes con EA leve presentan una disminucion de la coroides circunscrita a la

coroides subfoveal, nasal e inferior.

9. La zona avascular foveal en los pacientes con EA leve no existen cambios

significativos.

10. Los valores de la oxihemoglobina de la papila en pacientes con EA leve no tienen

cambios significativos.

11. El mejor valor predictivo lo muestran la medida del espesor coroideo, en nasal e

inferior, y todas las frecuencias de la sensibilidad al contraste, siendo mejor cuanto mas

alta es la frecuencia examinada.

12. Todas las pruebas psicofisicas se correlacionan con la puntuacién de MMSE.

13. Los cambios en el grosor de la capa de fibras peripapilar se correlacionan mejor con

el avance de la enfermedad, dado por la puntuacion del MMSE.

14. La mejor correlacion entre la sensibilidad al contraste y la OCT se encuentra en el

area macular.

15. En las retinas de raton transgénico de EA existen signos de activacion microglial.

Los animales transgénicos presentan un aumento del nimero de células, engrosamiento
del soma, retraccion de sus prolongaciones y movimientos en la misma capa y entre capas.
Esta reactividad glial da como consecuencia una alteracion del plexo microglial en los

ratones transgénicos de EA.
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16. En las retinas de raton transgénico de EA hay agrupaciones circulares de microglia,

con reorientacion y polarizaciéon de sus prolongaciones hacia el interior del circulo,
posiblemente como consecuencia a los acumulos proteicos tipicos de esta

neurodegeneracion.

17. Las alteraciones morfolégicas observadas en las retinas de pacientes con EA podrian

estar causadas por una gliosis reactiva debida a la patologia asociada a los depdsitos

caracteristicos de esta neurodegeneracion.
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1.2Resumen en inglés

Early detection of Alzheimer’s dementia with ophthalmological
psychophysical tests and optical coherence tomography as

complementary tests

Introduction

Alzheimer's disease (AD) is a primary degenerative disease that establishes itself slowly
and progressively, involves the appearance of amyloid beta deposits and neurofibrillary
tangles and affects cortical cognitive functions in ways that strongly reduce level of

functioning.

AD can cause degeneration in the retina and optic nerve either directly as a result of
amyloid beta deposits or secondarily as a result of degradation of the visual cortex. This
raises the possibility that tracking ophthalmologic changes in the retina can be used to

assess neurodegeneration in AD.
Aim

To detect retinal changes and associated functional changes in two groups of AD patients
with mild and moderate disease and in a group of healthy controls using non-invasive

psychophysical ophthalmological tests and optical coherence tomography.

Material and methods

The study included 39 patients with mild AD, 21 patients with moderate AD and 40 age-
matched healthy controls. Both patients and controls were healthy ophthalmologically. In
all individuals, visual acuity, contrast sensitivity, color perception, digital perception,
optic nerve oxyhemoglobin, and choroidal thickness were measured. In addition, optical

coherence tomography (OCT) and OCT angiography were applied.

To gain additional insights to complement the human studies, we analyzed the retinas of
16-month-old 3x7gAD transgenic mice, which are used as an animal model of AD. Whole
mount retinas were stained with antibodies against Iba-1 and OX-6. The morphology,

number and soma size of microglia in the retina were analyzed.

Results
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Visual acuity, contrast sensitivity, color perception and visual integration were
significantly lower in AD patients than in healthy controls. These parameters did not
differ significantly between patients with mild and moderate AD. Compared to healthy
controls, patients with mild AD showed significant macular thinning in the central region,
while those with moderate AD showed macular thickening in the central region. Analysis
of macular layers revealed significant thinning of the retinal nerve fiber layer, ganglion
cell layer and outer plexiform layer in AD patients relative to controls. Conversely,

patients showed significant thickening of the outer nuclear layer.

Mild AD was associated with similar peripapillary thickness, foveal avascular zone
characteristics and papillary oxyhemoglobin levels as in controls. However, mild AD was
associated with significant thinning of the subfovea and of the nasal and inferior sectors
of the choroid. Patients with moderate disease showed significant superonasal and

inferotemporal peripapillary thinning.

Retinas from 3x7gAD transgenic mice showed signs of microglial activation relative to
retinas from wild-type animals: greater number of microglia, thickening of microglial
soma, retraction of microglial processes and migration of microglia within and between
layers. This activation was associated with alterations in the microglial plexus in the
external plexiform layer and in the complex of internal layers. Retinas from 3x7.g4D mice
showed circular groups of microglia that reoriented and polarized their processes

differently than in control retinas.

Conclusions

In this doctoral thesis, involvement of visual pathway in AD was studied. Patients with
mild or moderate AD were analyzed using psychophysical ophthalmological methods and
structural tests. To begin to examine cells and processes involved in AD-associated retinal
degradation, we analyzed retina microglia in a mouse model of AD. Our data lead us to

the following conclusions:

1. Patients with AD show lower visual acuity than healthy controls. Loss of visual
acuity occurs in early stages of AD and remains stable as the disease progresses

to moderate severity.

2. Patients with AD show lower contrast sensitivity at all spatial frequencies in early

stages of the disease, with greater loss of contrast sensitivity at higher spatial
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14.

frequencies. Loss of contrast sensitivity remains stable as the disease progresses

to moderate severity.

Patients with AD have lower chromatic perception than controls, which is
associated with nonspecific alteration of the tritan and deutan axes. Loss of

perception increases as the disease progresses to moderate severity.

Patients with mild AD perform worse on the digital perception test than controls,
indicating worse visual integration. This loss of integration remains stable as

disease progresses to moderate severity.

Mild AD is associated with macular thinning, while moderate AD is associated

with thickening of the central region of the macula.

Mild AD is associated with thinning of the macula in several retinal layers (RNFL,
GCL, IPL, OPL and RPE), but with thickening of the macula in some other retinal
layers (INL and ONL).

Mild AD is associated with significant changes in the peripapillary thickness of
the RNFL, while moderate AD is associated with significant thinning in the

superonasal and inferotemporal sectors.

Mild AD is associated with a thinning of the subfoveal, nasal and inferior

choroids.

The foveal avascular zone in patients with mild AD does not show significant

differences from the corresponding zone in healthy controls.

Papillary oxyhemoglobin levels are similar between patients with mild AD and

healthy controls.

The presence of mild or moderate AD is best predicted based on nasal and inferior
choroidal thickness, or based on contrast sensitivity at any frequencies (though

higher frequencies are better).

Results on all psychophysical ophthalmological tests correlate with the Mini
Mental State Examination (MMSE) score.

In OCT analysis, changes in the thickness of the peripapillary fiber layer correlate

better than macular changes with AD progression based on MMSE score.

Contrast sensitivity and OCT results correlate best in the macular area.
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15.

16.

17.

Retinas from a mouse model of AD show signs of microglial activation: increased
number of microglia, thickening of their soma, retraction of their extensions, and
their movements within and between layers. This glial reactivity alters the

microglial plexus.

Retinas from a mouse model of AD contain circular microglia clusters that show
reorientation and polarization of their processes towards the interior of the circle.

This may be a consequence of AD-associated protein aggregation.

Reactive gliosis caused by AD-associated protein aggregation may trigger

morphological changes in the retinas of AD patients.
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2. INTRODUCCION

La demencia es una enfermedad neurodegenerativa que presenta un sindrome clinico de
etiologia inespecifica. No forma parte del envejecimiento normal y su existencia implica
una pérdida irreversible de las capacidades intelectuales, también conocida como funcién

cognitiva.

Esta enfermedad produce cambios fisiopatologicos en el sistema nervioso que se traducen
en patrones neuropsicoldgicos que se pueden identificar. En el cerebro estos cambios no
afectan por igual a todas las regiones y pueden ser objetivados con técnicas de

neuroimagen.

Actualmente, el diagndstico definitivo in vivo no se puede realizar y se basa en el
diagnostico diferencial mediante observaciones clinicas o con técnicas de imagen. El
diagnostico solo puede ser confirmado con alta exactitud en el examen post mortem

mediante una autopsia 2.

El diagndstico precoz del proceso no solo es importante por la posibilidad de iniciar un
tratamiento con inhibidores de la acetilcolinoesterasa y terapias de rehabilitacion

cognitivas, sino que seré la base para enlentecer el proceso degenerativo .

2.1Envejecimiento

En los paises desarrollados, debido al aumento de la esperanza de vida y a la disminucion
de la tasa de fecundidad, la proporcion de personas mayores de 65 afios estd aumentando

mas rdpidamente que cualquier otro grupo de edad, en casi todos los paises.

Hemos pasado de una sociedad a principios del siglo XX en la cual, s6lo algunos de sus
miembros superaban los 65 afios, a una en la que lo raro es no superarlo. El
envejecimiento de la poblacion puede considerarse un éxito de las politicas de salud
publica y el desarrollo socioecondmico, pero también constituye un reto para la sociedad,
que debe adaptarse a ello para mejorar al maximo la salud y la capacidad funcional de las

personas mayores, asi como su participacion social y su seguridad *.
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Se denomina envejecimiento al proceso de cambios morfo-funcionales que se producen
en el ser vivo en relacion al paso del tiempo. Dicho proceso de envejecimiento puede ser
contemplado desde dos perspectivas principales, la referida a los cambios fisioldgicos o
esperados para todos los individuos independientemente de sus experiencias vitales, o la
referida a los cambios patologicos, propios de cada individuo y relacionados con las

alteraciones del equilibrio organico °.

Se estima que unicamente entre el 20-25% de la variabilidad en la edad de fallecimiento
vendra determinado por los factores genéticos, de los cuales unos seran factores de
supervivencia mientras que otros seran factores predisponentes para el padecimiento de

ciertas enfermedades cronicas °.

Los determinantes socioecondmicos ejercen una gran influencia sobre el envejecimiento.
La esperanza de vida al nacer llega a ser el doble en las sociedades ricas respecto a los

paises mds pobres .

Otro factor con gran relevancia es el referido a los habitos de vida. Se consideran hébitos
con influencia negativa para el envejecimiento la vida sedentaria, dieta no equilibrada,

obesidad, consumo de drogas, falta de relaciones sociales, estrés, etc.

Hay que sefalar la diferencia de longevidad entre las mujeres y hombres, siendo para las
primeras la esperanza de vida seis afios superior a la de los hombres 8. En cuanto a esta
diferencia, muchas han sido las teorias que tratan de explicarlo, siendo probablemente las
mas acertadas las que se basan en la diferenciacion genética y en la proteccion estrogénica

de las mujeres antes de la menopausia °.

Segiun los ultimos estudios del INE publicados en 2018, la esperanza de vida al
nacimiento en Espafia alcanz6 unos valores de 80,37 afios en los hombres y de 85,73 en
las mujeres. Seglin estas proyecciones, la esperanza de vida al nacimiento, alcanzaria los
83,2 afios en los hombres y los 87,7 en las mujeres en el afio 2031, lo que supone una
ganancia respecto a los valores actuales de 2,83 y de 1,97 afos respectivamente. Estos
valores serian de 88,6 afios de esperanza de vida al nacimiento para los hombres en el afio

2065 y de 91,6 afios para las mujeres en el afio 2065 5.

El porcentaje de poblacion de 65 afios y mas, que actualmente se sitia en el 18,2% de la
poblacion, pasaria a ser del 24,9% dentro de quince afios (en 2029) y del 38,7% dentro

de cincuenta afios (en 2064) %.
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De mantenerse las tendencias demograficas actuales, la tasa de dependencia (entendida
como el cociente, en tanto por ciento, entre la poblacion menor de 16 afios o0 mayor de 64
y la poblacion de 16 a 64 anos) se elevaria mas de siete puntos, desde el 52,1% actual

hasta el 59,2% en 2029. Y en 2064 alcanzaria el 95,6% ® (Figura 1).
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Figura 1. Prevision de tasa de dependencia a los 67 afos en Espaina. Fuente Instituto Nacional
de Estadistica (INE). Tomada de https://noticierouniversal.com/actualidad-economica/la-
importancia-de-los-escenarios-demograficos-ine-2016-vs-ine-2014/

Esta nueva sociedad, nos trae como consecuencias una serie de patologias que en el siglo
XIX no se daban o se daban en un porcentaje muy bajo. Son todas las patologias
relacionadas con el deterioro progresivo o escalonado de las funciones organicas, entre

estas patologias se encuentran las demencias.

Si tenemos en cuenta las necesidades sanitarias, sociales y econdmicas, siempre
crecientes, de este grupo de poblacion !°, esta situacion demografica se convertira en uno
de los mayores retos que deberan afrontar las sociedades occidentales en un futuro

cercano ',

2.1.1 Teorias del envejecimiento

En 1985, Birren y Zarit establecieron la definicién del envejecimiento biolodgico como el

proceso de cambio del organismo que con el tiempo disminuye la probabilidad de
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supervivencia y reduce su capacidad fisiologica de autorregulacion, de regulacion y de

adaptacion a las demandas ambientales 2.

Nuestro organismo es un sistema dindmico, en estado de degradacion y reparacion
permanente. El envejecimiento corresponde a una ruptura de ese equilibrio, cuando la
acumulacion de dafos sobrepasa la capacidad de reparacion. En la ruptura del equilibrio
dindmico, intervienen factores muy variados: influencias genéticas, comportamentales y

ambientales que pueden afectar de manera positiva o negativa en cada lado de la balanza.

El envejecimiento ocurre a todos los niveles; a nivel molecular, nivel celular y nivel de
los 6rganos. Muchas teorias y clasificaciones han sido propuestas para explicar el
envejecimiento humano, aunque para explicar el proceso de envejecimiento seria

conveniente combinar varias.

En 2013, una revision llamada “The hallmarks of aging”', analizd6 ampliamente las
actuales teorias del envejecimiento describiendo nueve caracteristicas: la inestabilidad
genomica, el desgaste telomérico, las alteraciones epigenéticas, la pérdida de proteostasis,
la disregulacion de la deteccion de nutrientes, la disfuncién mitocondrial, la senescencia

celular, el agotamiento de células madre, y la comunicacion intercelular alterada (Figura

2).

\wlar

&
\ ) [ g’

Figura 2. Teorias del envejecimiento. El esquema enumera las nueve caracteristicas que se
describen en la revisién de Lopez-Otin et al: la inestabilidad gendmica, desgaste de los
teldmeros, las alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, nutrientes de deteccion
desregulado, la disfuncidon mitocondrial, la senescencia celular, el agotamiento de células
madre, y la comunicacidn intercelular alterada. Tomada de Lépez-Otin, 2013 3
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Inestabilidad genémica: Un denominador comin de envejecimiento es la
acumulacion de dafios genéticos a lo largo de la vida '*. La integridad y la
estabilidad del ADN son desafiados continuamente por agentes exdgenos fisicos,
quimicos y bioldgicos, asi como por amenazas enddgenas, incluyendo errores de
replicacion de ADN, reacciones hidroliticas espontaneas y especies reactivas de
oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) '°. Las lesiones genéticas
derivadas de dafios extrinsecos o intrinsecos son muy diversas e incluyen
mutaciones puntuales, translocaciones, ganancias y pérdidas cromosémicas, el
acortamiento de los telomeros, y la interrupcion génica causada por la integracion

de los virus o transposones °.

Desgaste telomérico: Existe una relacion entre la edad de un individuo y la
capacidad de division de sus células. Este fendémeno de senescencia replicativa
celular se identificd en los afios 1960 y se denomina "limite de Hayflick" en

relacion a su descubridor '°.

A partir de los afios 80, est¢ fenomeno se ha asociado a la disminucion de la
longitud de los telomeros, que son las secuencias cortas que se encuentran en los
extremos de los cromosomas para permitir su replicacion completa y evitar que se
fusionen entre si. En efecto, los teldmeros se recortan en cada division celular
porque el complejo ADN polimerasano puede replicar completamente los
extremos de los cromosomas !, Por ello, la longitud de los teléomeros puede
considerarse como un marcador de la historia proliferativa de la célula: los
telomeros de las células obtenidas en personas de edad avanzada son mads cortos

que los medidos en personas mas jovenes %,

Cuando los telomeros alcanzan una talla critica, se activa una respuesta de dafio
del ADN, dependiente del gen supresor tumoral denominado p53, que
desencadena la muerte celular por apoptosis °. En general, este mecanismo
dependiente de p53 se activa cuando se produce cualquier tipo de lesion oxidativa
del ADN, o por modificaciones de la cromatina que alteran su estructura (por
ejemplo, por efecto de un farmaco) o también cuando se producen modificaciones
oncogénicas. Para evitar la acumulacion de dafios en el ADN, la célula posee una
bateria de enzimas responsables del mantenimiento y la reparacion del ADN, asi

como una telomerasa encargada de restituir la longitud de los telémeros. Sin
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embargo, la telomerasa se reprime en tejidos somaticos, mientras que los
mecanismos de reparacion, como el resto de los componentes celulares, acumulan

también dafos que los inactivan de forma progresiva.

Desde este punto de vista, la senescencia y la muerte celular constituye un
mecanismo de defensa, evitando que células que acumulan dafios en su ADN
puedan proliferar, dado que las células dafiadas pueden convertirse en

tumorogénicas y aumentar el riesgo de cancer '°.

Alteraciones epigenéticas: Una variedad de alteraciones epigenéticas afecta a
todas las células y tejidos durante toda la vida. Los cambios epigenéticos implican
alteraciones en los patrones de metilacion del ADN, modificaciones

postraduccionales de las histonas, y la remodelacion de la cromatina 2°.

Pérdida de proteostasis: El envejecimiento y algunas enfermedades relacionadas
con el envejecimiento estan relacionados con la alteracion de la homeostasis de
las proteinas o proteostasis 2'. La proteostasis implica mecanismos para la
estabilizacion de proteinas correctamente plegadas (mds prominentemente, la
familia de proteinas de shock térmico) y los mecanismos de la degradacion de

proteinas por el proteasoma o el lisosoma 2224,

Disregulacion de la deteccion de nutrientes: La restriccion caldrica aumenta la
vida 1til en todas las especies eucariotas investigadas, incluyendo primates no
humanos ?>?7, La evidencia actual disponible apoya fuertemente la idea de que la
sefializacidn anabdlica acelera el envejecimiento y la disminucion de la
sefializacion de nutrientes extiende la longevidad 2. Ademas, se ha comprobado
que una manipulacién farmacologica que imita un estado de disponibilidad
limitada de nutrientes, tales como rapamicina, puede extender la longevidad en

ratones 8.

Disfunciéon mitocondrial: Como en las células y los organismos de edad, la
eficacia de la cadena respiratoria tiende a disminuir, aumenta asi las fugas de
electrones y la reduccion de la generacién de ATP %°. La teoria mitocondrial de
los radicales libres en el proceso de envejecimiento propone que: la disfuncion
mitocondrial progresiva que se produce con el envejecimiento da como resultado

un aumento de la produccion de ROS, que a su vez provoca un mayor deterioro
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mitocondrial y daflo celular global *°. Multiples datos apoyan el papel de ROS en
el envejecimiento, obligando a una intensa re-evaluacion de la teoria de los
radicales libres del envejecimiento mitocondrial 3!

Senescencia celular: La senectud celular se puede definir como una detencion
estable del ciclo celular acoplado a cambios fenotipicos estereotipados 24, Este
fenomeno fue descrito originalmente por Hayflick en pases seriados de
fibroblastos humanos en cultivo '. Hoy en dia, sabemos que la senescencia
observada por Hayflick es causada por la reduccion de los teldomeros ¥, pero
habria otros estimulos asociados con el envejecimiento que desencadenarian la
senescencia independientemente de este proceso telomérico. En particular, el
dano en ADN no-telomérico y desrepresion del locus INK4/ARF, los cuales se
producen progresivamente con el envejecimiento cronoldgico, también son
capaces de inducir la senescencia **. La acumulacion de células senescentes en
tejidos envejecidos se ha deducido a menudo utilizando marcadores indirectos

tales como marcadores de dafio en el ADN.

Agotamiento de células madre: La disminucion en el potencial de regeneracion
de tejidos es una de las caracteristicas mas evidentes del envejecimiento. El
agotamiento de células madre se desarrolla como consecuencia de la integracion
de multiples tipos de dafos asociados con el envejecimiento y probablemente
constituye uno de los responsables ultimos del envejecimiento de los tejidos y el

13

del organismo Prometedores estudios recientes sugieren que el

rejuvenecimiento de células madre puede revertir el fenotipo de envejecimiento
36

Comunicacion intercelular alterada: Mas alld de las alteraciones de células
autonomas, el envejecimiento también implica cambios a nivel de la
D, . . 36-39
comunicacion intercelular, ya sea endocrino, neuroendocrino o neuronal . Por
lo tanto, la sefalizacion neurohormonal tiende a ser desregulada en el
envejecimiento a medida que aumentan las reacciones inflamatorias, disminuye
la inmunovigilancia contra los patdgenos y las células premalignas junto con los

cambios en la composicion del entorno peri-y extracelular.
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Por otro lado, es evidente que existen factores ambientales y comportamentales que
pueden colaborar en el proceso de degradacion o al contrario reforzar los mecanismos

de defensa:

- El tabaco disminuye la concentracion de antioxidantes y aumenta los radicales
libres de oxigeno. Los fumadores pueden presentar ciertas manifestaciones de
envejecimiento prematuro y un incremento en la frecuencia de patologias
asociadas al envejecimiento, como las cataratas y la degeneracion macular

asociada a la edad (DMAE).

- La exposicion repetida a la luz UV puede provocar un envejecimiento prematuro

de la piel y la retina por las mismas razones.

- La restricciéon caldrica, iniciada en cualquier momento de la vida, mejora la
mayor parte de los parametros bioldgicos e incrementa la longevidad; sin
embargo, si la restriccion calorica es extrema, como ocurre en la anorexia, se
produce una disminucion de la fertilidad, lo que evidencia de nuevo la relacion

entre envejecimiento, equilibrio energético y reproduccion.

- Una dieta equilibrada, rica en fibras y vegetales, que presentan antioxidantes
naturales, produce también un efecto positivo sobre el mantenimiento de las

funciones celulares.

2.1.2 Envejecimiento cerebral

Ademas de la preocupacion por el envejecimiento global de la poblacion, se percibe en
los momentos actuales, un interés particular por los problemas derivados del
envejecimiento cerebral. Somos cada vez mas conscientes de que en el envejecimiento

del cerebro esta la clave para la conservacion de la identidad y autonomia de las personas.

En principio, el sistema nervioso debe ser tan susceptible al paso del tiempo como
cualquier otro 6rgano o sistema, y alin mas, si tenemos en cuenta que los principales
elementos celulares del tejido nervioso son células postmitéticas y que su capacidad de

regeneracion, aunque presente, es limitada.
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Tanto en el ser humano como en los animales de laboratorio, se aprecia una disminucion
de las funciones cognitivas en edades avanzadas, sobre todo aquellas relacionadas con las
capacidades ejecutivas, los procesos de atencion y el aprendizaje y almacenamiento de
informaciones nuevas. No obstante, las investigaciones mas recientes han puesto de
manifiesto que el envejecimiento no afecta en su totalidad al cerebro, sino a partes
discretas del lobulo frontal, aquellas que participan en las habilidades ejecutivas. Asi
como que el cerebro de las personas ancianas es capaz de utilizar estrategias funcionales
compensatorias de posibles deficiencias funcionales y/o estructurales. Estos fendémenos
plasticos observados en la ancianidad pueden disminuir o enmascarar la expresion clinica

del envejecimiento cerebral *°.

2.1.2.1 Cambios fisiologicos cerebrales

Las investigaciones realizadas hace afios sobre los cambios anatdmicos cerebrales
parecian demostrar la existencia de una marcada reduccion del volumen cerebral debido

a una muerte neuronal 41

. Sin embargo, los estudios mas recientes, que controlan con
mayor rigor los factores de confusion, indican que los cambios asociados con la edad no
afectan al cerebro globalmente, sino que son altamente selectivos y se limitan a la corteza
prefrontal dorsolateral y, en menor medida, a algunas subdivisiones del 16bulo temporal
medial, como el subiculum y la circunvolucién dentada **. La mayor aportacion a esta

pérdida de volumen es la disminucion de la densidad sinaptica ** y del volumen de la

sustancia blanca de los lobulos frontales **.

Se cree que la disminucidn de la capacidad cognitiva asociada a la edad es la consecuencia
de una alteracion selectiva de los circuitos cortico-corticales, que comunican las areas de

asociacion frontal y temporal y los circuitos cortico-estriatales 4>,

Los cambios microscopicos relacionados con la edad incluyen: la atrofia regional de

neuronas **, la distrofia axonal cortical *°, la lipofuscinosis *°, la astrogliosis *!, la

degeneracion neurofibrilar y las placas seniles 4748

, asi como los cambios focales
diseminados en la sustancia blanca de origen vascular o distrofico . Muchas de estas
alteraciones, no pueden considerarse, sin embargo, especificas del envejecimiento. Por
ejemplo, existen pruebas de que la atrofia cortical indica, en la mayoria de los casos, una
enfermedad cerebral subyacente de tipo degenerativo *° o vascular °!. Los cambios de la

sustancia blanca periventricular (leucariosis o leucoencefalopatia subcortical) suceden en

pacientes con factores de riesgo vascular y, por tanto, se cree que reflejan una
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insuficiencia de los vasos profundos del cerebro, secundaria a una arteriopatia
degenerativa de origen hipertensivo, diabético o multifactorial °2. Quizas, el inico cambio
cerebral atribuible al paso del tiempo son los depositos de lipofucsina, que indica estrés

oxidativo y peroxidacion lipidica ¢ asi como pérdida sinaptica local 4>*.

En el cerebro se produce una reduccion del volumen ocupado por los vasos sanguineos,
concretamente disminuye la superficie de los capilares, que son el lugar de intercambio
de gases de la respiracion y moléculas para el trofismo neuronal **. La barrera hemato-
encefélica es el lugar selectivo para el intercambio de nutrientes entre la sangre y el
parénquima cerebral. Con el envejecimiento los sistemas de transporte molecular que
operan a este nivel se ven reducidos, con las consecuencias metabolicas que esto tiene

para el funcionamiento normal del sistema nervioso >%.

Uno de los aspectos menos conocidos es el papel que durante el envejecimiento cerebral
juegan las células gliales >. La neuroglia o glia est4 formada por un grupo de células que
forman parte del tejido nervioso, pero que a diferencia de las neuronas que estan
orientadas, fundamentalmente, a los procesos de neurotransmision (sintesis, transporte y
liberacion de neurotransmisores y la consiguiente generacion de impulsos nerviosos), las
células de la glia actiian de forma fundamental en el mantenimiento de la homeostasis de
la matriz extracelular del tejido nervioso (astrocitos), mantenimiento de correcto estado
inmune (microglia), formacion de mielina en el SNC (oligodendrocitos) y formacion y
circulacion del liquido cefalorraquideo (células de los plexos coroideos y ependimocitos).
Se ha demostrado, tanto en el cerebro de animales de experimentacion como en humanos,
que con el envejecimiento se produce una proliferacion de astrocitos (gliosis reactiva)
para paliar los efectos de la reduccion de las neuronas que van degenerando a lo largo de
la vida, de tal forma que aunque el nimero de neuronas se reduce durante el ciclo vital,

el nimero de células de glia se incrementa como efecto compensatorio 6.

2.1.2.2 Cambios funcionales cognitivos

Los cambios neuro-morfologicos asociados al envejecimiento provocan manifestaciones
cognitivas. La cognicidn es el conjunto de actividades que tienen su base en el cerebro y
que nos permiten tener constancia de nosotros mismos, de los demaés y de nuestro entorno
7. Una de las caracteristicas més destacadas del envejecimiento cognitivo como
expresion del envejecimiento cerebral son las recurrentes quejas de las personas mayores

de la pérdida de memoria.
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El aprendizaje y la memoria tienen su inicio y base neurobiologica principal, aunque no
exclusiva, en el hipocampo. El hipocampo esta constituido por una serie de poblaciones
neuronales que establecen circuitos sindpticos muy precisos y ordenados, los cuales tras
procesar la informacion que les llega, la envian a la corteza cerebral para su

almacenamiento y posterior utilizacion en forma de memoria a largo plazo >%%.

Los procesos de aprendizaje estan basados en la plasticidad neuronal, cuya base
neurofisioldgica fundamental es la potenciacion a largo plazo que se consigue por el
incremento de los receptores AMPA para el glutamato y un aumento de la densidad de

espinas dendriticas en las neuronas postsinapticas del hipocampo .

Durante el proceso de envejecimiento se puede producir una reduccion en la capacidad
de las neuronas para sintetizar los neurotransmisores que actiian en las sinapsis ®'. Los
neurotransmisores mas utilizados son: glutamato, GABA, acetilcolina y dopamina, y las
alteraciones en los niveles homeostaticos de estos neurotransmisores, ocasionan
diferentes patologias que se ven incrementadas en el envejecimiento 2. Asi, la reduccion
en los niveles de acetilcolina es una de las caracteristicas mas notables en la Enfermedad

de Alzheimer (EA) y base del tratamiento actual de esta enfermedad .

2.1.3 Envejecimiento ocular

De igual medida que se producen cambios fisiologicos y funcionales en todo el organismo
durante el proceso de envejecimiento, el 0jo no se escapa de este fendmeno, sino que por
el contrario lo reproduce de manera fidedigna. El envejecimiento origina importantes
cambios en las estructuras oculares y en la funcion visual, hasta el punto de ser una de las

mas afectadas.

2.1.3.1 Cambios fisioldgicos oculares

Con el paso de los afios, el ojo, las estructuras para-oculares y los anejos van sufriendo
cambios en su morfologia y en su estructura. A estos cambios se le suman cambios
funcionales que es lo que podemos considerar de forma genérica como “envejecimiento

ocular”.
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En la érbita y el tejido adyacente disminuye el tejido graso con preservacion relativa de

la almohadilla grasa nasal ®*. Esto favorece al hundimiento del globo ocular (enoftalmos).

Los parpados sufren un proceso de pérdida de las propiedades elésticas, con un aumento
de laxitud palpebral ® y tendencia hacia la version, ya sea interna (entropion) o externa

(ectropion).

En la glandula lagrimal existe una proliferacion del tejido conjuntivo y una atrofia de
los elementos glandulares que dan lugar a una disminucion de la produccion lagrimal, asi
como se produce una disminucion del drenaje . La patologia lagrimal del anciano abarca
situaciones que van desde el “o0jo seco” hasta el lagrimeo continuo o epifora. La patologia
de ojo seco da lugar a una alteracion de la pelicula lagrimal con su correspondiente

disconfort y disminucion de agudeza visual (AV) (Figura 3).

55 o Vascula
s o : B Nervioso,
Disminuye la secrecién de la glandula 4
lagrimal y cambia su composicién. Se A
han observado inflamacién de la g L,
glandula y fibrosis de los conductos L. Disminucién
Disminuye la - dela
Disminucién del nimero de Glandulas densidad r"ewiosa sensibilidad
de Meibomio y sus conductos se en lacérnea
queratinizan causando oclusién. Cambia
la composicién lipidica de la secrecién
Cambios en la composicion y cantidad
de lagrima con la edad -
Senescencia
sistémica del Endocrlno Las hormonas
Conjuntivochalasis en regién nasal y sistema inmune " sexuales
temporal Inmune . disminuyen con la

edad

Figura 3. Cambios principales en la superficie ocular (A) y los componentes que integran la
funcién (B). Modificado de Gipson et al. 2013 ¢,

La esclera a causa del envejecimiento presenta placas hialinas, acimulo de lipidos y
pérdida del contenido acuoso, lo que provoca alteraciones biomecénicas en la esclera por

un aumento de rigidez %,

Existen datos clinicos utilizando la tomografia de coherencia optica (OCT), que indican
una relacién inversa entre la edad y el volumen de la coroides °. Estudios
histopatologicos han demostrado una correlacion negativa entre la edad y la densidad

coriocapilar !
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La conjuntiva, en el proceso de envejecimiento, experimenta un descenso de la densidad
de células dendriticas, asi como una degeneracion de las estructuras subepiteliales. Se
produce un aumento de los microquistes conjuntivales que indican que la funcién de las
células Globet estd disminuyendo, ya que se ha comprobado que la poblaciéon de éstas no

sufre un descenso en su nimero 2.

Refractivamente, con el envejecimiento, la eérnea sufre un cambio en la queratometria
produciéndose un astigmatismo en contra de la regla. Se produce una degeneracion
corneal con un deposito progresivo de material lipidico que provoca el gerontoxén o arco
senil. Aparecen calcificaciones en la periferia de la membrana de Bowman y aumenta el
espesor de la membrana de Descemet. La cornea se vuelve mas rigida y edematosa con
tendencia a la opacidad y se produce un descenso de la sensibilidad 3. También se
produce un descenso del niumero de células endoteliales en la cornea, siendo frecuente el
desarrollo de una distrofia endotelial de Fuch. Esta pérdida endotelial provoca una
disregulacion de la homeostasis de la cornea causando una disminucion de AV llegando

incluso a la ceguera 57,

La malla trabecular cambia de forma en el proceso de envejecimiento pasando de una
forma de cufla a una estructura mas romboidal ®-’* Las trabéculas se engrosan
progresivamente y el examen ultraestructural muestra un cambio en la apariencia de los
materiales extracelulares ’*. La gonioscopia muestra un incremento de la pigmentacion
en la malla trabecular. Todo esto junto podria producir un aumento de la resistencia a la

salida del humor acuoso, que podria precipitar la apariciéon de un glaucoma 7.

La pupila tiende a disminuir de tamaio y el iris es menos reactivo y existe mas dificultad
para la dilatacién farmacoldgica de la pupila. En el envejecimiento se produce una pérdida
de pigmento en el iris, que es la causa de la transiluminancion de iris en la observacion

con lampara de hendidura, especialmente en el margen pupilar.

Los cambios que se producen en el tamafio y el tono del musculo ciliar, junto con una
pérdida de la elasticidad de la capsula del cristalino y a un empaquetamiento de sus fibras,

causan una disminucién de la capacidad acomodativa provocando la presbicia ’°.

A medida que envejecemos, el cristalino tiende a absorber mas luz azul (410nm) debido
a la acumulacién en €l de pigmento amarillo, por la oxidacion de las proteinas del

cristalino %°. Esto es lo que se denomina “ceguera al azul” en los procesos cataratogénicos.
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En el vitreo se producen cambios en los componentes de las fibras de colageno y del
acido hialurénico que causan cuerpos flotantes o floculos vitreos, los cuales son
d i 1 vi 77 Conel jecimiento, 1 i del vit la reti
condensaciones en el vitreo '’. Con el envejecimiento, las uniones del vitreo a la retina se
debilitan, dando asi como resultado un desprendimiento del vitreo posterior. El espacio
entre el vitreo y la retina se llena con vitreo licuado. Un desprendimiento posterior del
vitreo puede dar lugar a la contraccion de la base del vitreo, causando asi la traccion sobre

la retina periférica y, ocasionalmente, un desgarro retiniano .

El epitelio pigmentario de retina (EPR), que es vital para la integridad de los conos y
de los bastones, muestra un aumento del pleomorfismo, disminucion del nimero de sus
células epiteliales en el polo posterior, disminucion del contenido de melanina,

incremento de la lipofucsina y disminucion del volumen citoplasmatico ®-7>78 (Figura 4).

Figura 4. Mosaico formado por el EPR en el drea macular. (A) Montaje plano de un paciente
sin DMAE mostrando un patrén hexagonal compacto. (B) Montaje plano de un paciente
pareado por edad con DMAE mostrando pleomorfismo y varios nucleos en cada célula.

Montajes planos exvivo de humano tefiido con ZO1 y contraste con yoduro de propidio. La
imagen fue tomada con filtros de excitaciéon de 488 nm y filtros de emisién de 510. Tomada de
Grossniklaus et al, 2013 ©°.

Con el envejecimiento también disminuye el flujo sanguineo en la coroides y en la retina.
Se produce una disminucion estimada en un 20% de la microcirculacién macular y de las
células de la capa ganglionar ”°. Los astrocitos en el envejecimiento expresan una mayor
inmunoreactividad de proteina gliofibrilar 4cida (GFAP) y mas organelas citoplasmaticas
y filamentos gliales. Se producen depositos de lipofucsina y un descenso significativo del
numero de astrocitos en el plexo astroglial en la capa de las células ganglionares (CCQ)

y en la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) 78 (Figura 5).
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Young

™ old

Figura 5. Esquema tridimensional de las estructuras astrogliales en forma de panal en la capa
de células ganglionares de (A) individuo joven y (B) individuo anciano. Se observa una
disminucién del nimero de astrocitos. Obtenido de Ramirez et al, 2001 72,

La membrana de Bruch es la estructura que muestra mas cambios en el envejecimiento
con una aparicion de acimulos de residuos en la retina supraadyacente (Figura 6). Los
depdsitos de la membrana basal interna se sitlan sobre todo en el drea macular y
: 75,78 :
eventualmente se manifiestan como drusas . Hay un aumento de grosor, alteraciones
del colageno y fibras elasticas y depdsitos de materiales extrafios en vesiculas y cuerpos

rodeando la membrana '3,
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Figura 6. Epitelio pigmentario de la retina (EPR) y porcion coroidea de ojos de donantes con
pruebas histopatolégicas de degeneracion macular asociada a la edad (DMAE). (A) Evidencia
histopatoldgica de drusas (flecha) y de alteracion del EPR (punta de flecha). (B) Interrupcién de
la membrana de Bruch (flecha), neovasos subretinianos (punta de flecha) y hemorragia (*) (CH:
coroides; R: retina; hematoxilina-eosina). Bar. 50 mm. Tomada de Ramirez et al, 2001 7%,

Se han observado en el nervio optico, a nivel de lamina cribosa, que los axones estan
inflamados y que hay una disminucion en el niumero de axones del nervio optico y

aumento en el espesor del tejido %,

2.1.3.2 Cambios funcionales en la vision

El envejecimiento normal reporta cambios en la funcionabilidad del sistema visual debido

a que se produce una disminucidn de la transmision de luz y un scattering dentro del ojo.
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Con la edad se produce una disminucion de la densidad de fotorreceptores en la retina,
hay una menor eficacia en la fototransduccion y la regeneracion del fotopigmento.
Disminuye la calidad de la transmision y su procesamiento sindptico en la retina y a lo

largo de toda la via visual 8!.

Debido a todos estos cambios, la vision se ve afectada con el envejecimiento de varias
maneras. La poblacion mayor experimenta cambios refractivos significativos con la
edad. Normalmente, se produce un cambio del astigmatismo contra la regla por el
aplanamiento de la cornea, y el componente esférico se vuelve més hipermetropico debido
al aumento de la rigidez de la esclerdtica, a la miosis senil y a los cambios cristalinianos
propios del anciano, que hacen que esta lente pierda poder refractivo. La prevalencia del

astigmatismo oblicuo y la anisometropia aumentan también con el envejecimiento 2.

La agudeza visual (AV) es el pardmetro que evalua la capacidad del sistema visual para
detectar y discriminar detalles de un objeto. El valor de agudeza visual sera la inversa al

tamafio del detalle mas pequefio que el paciente puede distinguir.

La AV disminuye en la vejez por multiples motivos, considerandose normal una vision
de 0,8. En el envejecimiento, la disminucioén en la AV de cerca se puede deber a la
presbicia o pérdida fisioldgica de la acomodacion por el menor tono del musculo ciliar
con la edad. Asi mismo, los cambios cristalinianos pueden producir alteraciones en la
AV, como la aparicidén de una miopia tardia que dificultara la vision lejana, causada por
la rigidez del nucleo del cristalino que se produce en la catarata senil. Una persona con
esclerosis nuclear temprana puede quejarse de deslumbramiento, especialmente en la
conduccion nocturna, debido a la dispersion de la luz. Al mismo tiempo, también

necesitara mas iluminacion en el entorno que una persona mas joven.

En el envejecimiento se altera la sensibilidad al contraste (SC). Las células ganglionares
de la retina parvo- y magnocelulares estan localizadas en la CCG y dan lugar a dos vias
visuales diferentes que identifican el color y el contraste en diferentes frecuencias
espaciales ®°. Las células ganglionares parvocelulares son més pequefias y mas numerosas
que otras células ganglionares de la retina y poseen campos receptores mas pequeios y
situados en la zona macular de la retina. Dan lugar a la via visual parvocelular, que esta
especializada en la identificacion de patrones y del color; y es mas sensible a la baja
frecuencia temporal y a la alta frecuencia espacial. La via magnocelular se origina a partir

de las células ganglionares magnocelulares de la retina, las cuales son mas grandes y
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numerosas, y tienen campos receptores mayores que son mas sensibles a las frecuencias
temporales altas y a las bajas frecuencias espaciales. Existe un tercer tipo de células
ganglionares que son denominadas koniocelulares, que reciben informacion de los conos

de onda corta y son sensibles a los tonos azul-amarillo -3,

Los test de SC evaluan la capacidad del sistema visual para discriminar un objeto del
fondo en el que se encuentra situado. Esto permite valorar la integracion de la informacion
de las células ganglionares de la retina (CGR) y su procesamiento cortical. La SC se mide
mediante una curva umbral en la que se representan las diferentes frecuencias espaciales
examinadas. Las frecuencias espaciales altas examinan la funcion de las células
parvocelulares, mientras que, las frecuencias espaciales bajas representan el

funcionamiento de las células magnocelulares.

La SC sufre pequefios cambios desde la infancia hasta los 65 afios. En edades mas
avanzadas, muestra un declive mas pronunciado sobre todo en las frecuencias espaciales
medias y altas. Esta reduccion de la SC se produce en parte por las opacidades en los

medios, lo cual influye en una disminucién en la percepcion de la profundidad 886,

Con el envejecimiento se produce disminucion del campo visual normal por retraccion
y aumento de la mancha ciega, que se debe tener en cuenta a la hora de realizar
campimetrias en pacientes sospechosos de glaucoma. También hay una reduccion del
numero de conos en la fovea produciendo una disminucion generalizada de la vision del

color 7.

Las personas mayores tienen dificultad para la adaptacion a la luz y a la oscuridad y

son incapaces de tolerar el resplandor 7.

Con la edad suelen aparecer problemas binoculares, debido a que los cambios
provocados por el envejecimiento afectan a los mecanismos neuromusculares y a las
estructuras de los tejidos adyacentes al ojo. Estos pacientes, al no tener resto acomodativo,
no pueden poner en juego la convergencia ligada a la acomodaciéon y por lo tanto
presentan una exoforia mayor en la vision cercana. Las desviaciones verticales son

comunes en esta poblacion. Asi como son frecuentes los problemas de estereopsis .
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2.2Demencia

2.2.1 Historia de la demencia

La demencia se caracteriza por un deterioro cognitivo, funcional y comportamental,
constituyendo una carga considerable en la sociedad. En el afio 2015, en torno a 46,8
millones de personas sufrian demencia segin el World Alzheimer Report 2015,y esa cifra
se espera que se duplique cada 20 afios. El coste global estimado de la demencia en 2015

ascendia a 818 billones de dolares *®

La primera referencia a una deficiencia mental senil, se realiz6 en Grecia hacia el afio 500
a.C. en la Ley de Solon. En la Grecia clésica la mania parecia significar locura en un
sentido amplio y general. Mania, melancolia y frenitos se convirtieron gradualmente, en
las 3 formas tradicionales de locura en la medicina antigua. Durante la época medieval
persistio la relacion entre melancolia y mania, apareciendo juntas en la clasificacion de

las enfermedades de la cabeza *°.

Es en el primer siglo de nuestra era, cuando Aurelius Cornelius Celsus introdujo los
términos de “demencia” y “delirium” en su obra De Medicina *°. Los siglos XVIy XVII
resultaron muy negativos para las enfermedades de la mente ya que su mal era atribuido

a la posesion por el demonio (Figura 7).

Aparece por primera vez el término “demency” en 1522, en el texto de una sentencia
judicial (“le dieron clemencia por sufrir demencia”) segtn se recoge en el Oxford English
Dictionary. Culen en 1793 fue el primero en definir la demencia senil como una entidad
médica, al igual que posteriormente lo haria Benjamin Rush, padre de la psiquiatria
americana. El término fue incluido en la clasificacion de las enfermedades mentales por
Pinel en 1801 en su tratado “Traité medico-philosophique sur ['alineation mentale”°', y
es a partir de ¢l cuando se generalizé su uso. En 1838 Esquirol definid y clasifico la
demencia, distinguiendo una demencia aguda causada por fiebre o hemorragia, una
demencia cronica causada por alcohol, masturbacion, epilepsia y mania y una demencia

senil causada por la edad. En 1851 la demencia senil es citada en el Diccionario de

Ciencias Médicas de Dunglison, como enfermedad °2.
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Figura 7. Extraccion de la piedra de la locura. ¢.1490. Oleo sobre tabla de roble. El Bosco.
Museo del Prado. Obtenida de
https://www.museodelprado.es/typo3temp/pics/add93c8687.jpg

A principios de siglo XX la “demencia senil” se interpretaba como una enfermedad
asociada a la involucion. Evidentemente, el afio 1907 supone un punto claro de inflexion
en el estudio y conocimiento de la demencia. Es en este afio cuando Alois Alzheimer
(Figura 8) describe las bases anatomopatolégicas para el conocimiento de la demencia *>.
En Tiibingen, en 1906, durante la conferencia de West German Society of Alienist, Alois
Alzheimer presentd sus hallazgos clinicos y neuropatologicos en una comunicacion
titulada “sobre una enfermedad peculiar de la corteza cerebral”, que fueron
posteriormente publicados en 1907. Sus hallazgos correspondian a una mujer de 51 afios
que mostraba desorientacion, celos, pérdida de memoria, déficit perceptivo, afasia,
apraxia, agnosia, mania persecutoria, conductas andmalas y una progresion rapida en su
enfermedad, falleciendo a los 56 afios de edad. Tras el estudio del cerebro con
microscopia observo la existencia de atrofia y lesiones miliares (Herdchen) y utilizando

tincion de plata de Bielschowsky, identifico los ovillos neurofibrilares. En 1910 se
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describe la enfermedad en la octava edicion del Compendium der Psychiatrie, siendo

Kraepelin quien la denomin6 Enfermedad de Alzheimer.

v/ /flzalﬂfl/'
v

Figura 8. Fotografia y firma del Dr. Alois Alzheimer. Tomada de
http://gerontoprevention.free.fr/graphiques/alzheimer.jpg

Pero después de esta descripcion inicial se vuelve nuevamente a una época de penumbra
que dura hasta los afios 70. En esta década Roht y el grupo de Newcastle relacionaron, en
la teoria del umbral, las puntuaciones de los test mentales y las lesiones por campo
microscopico. Sentando asi, las bases para relacionar las manifestaciones clinicas con la
presencia de lesiones patologicas. Otro evento de gran interés que surge en los anos
setenta es la valoracion de la presencia de cambios vasculares en pacientes con demencia

y la probable relacion entre datos neurodegenerativos y cambios vasculares.

En los afos 80, se asientan los criterios diagndsticos de consenso para las demencias mas
prevalentes, y se sientan las bases para un diagndstico mas precoz de las mismas 2. A
partir de ahi, se inicia una febril actividad investigadora sobre las demencias en todos los
campos. Neurdlogos, psiquiatras, geriatras, internistas, infectologos, epidemidlogos y
expertos en biologia molecular y genética forman, entre otros, la legion de especialistas
volcados en la investigacion y problematica general de las demencias, y se describen
algunas de nueva aparicion, como la del complejo demencia—sida y la de la nueva variante

de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.
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En 1971, el doctor Raymond Damadian (Premio Nobel de Medicina en 2003) demostrd
que la resonancia magnética (RM) podia ser usada para detectar enfermedades debido a
que distintos tipos de tejidos emiten sefiales que varian en su duracion, en respuesta al
campo magnético. La aplicacion de esta técnica en las demencias supuso un gran avance
para el diagnostico de esta patologia, la cual nos proporciona hallazgos histopatologicos
que se corresponden con los signos clinicos y nos permite descartar tumores, hematomas
o hemorragias que pueden ser tratados, y que pueden ser facilmente confundidos con la

demencia por su clinica

Otro gran avance en 2002, viene con la aprobacion por parte de un comité de la Union
Europea de la utilizacion de la tacrina en los paises miembros, para el tratamiento de los
casos de EA moderada o grave, ya que fue el primer farmaco que se habia aprobado para

esta patologia.

En la actualidad hay abiertas varias vias de investigacion de tratamiento bastante

prometedoras en el campo de la inmunoterapia **.

2.2.2 Definicion de demencia

La demencia es un sindrome debido a una enfermedad cerebral, normalmente de
naturaleza cronica y progresiva, en la que hay una alteracion de multiples funciones
corticales superiores, incluyendo la memoria, el pensamiento, orientacién, comprension,
calculo, capacidad de aprendizaje, lenguaje y juicio. Sin embargo, la conciencia no se ve
afectada. Las alteraciones en la funcidon cognitiva estan cominmente acompaifiadas, y en
ocasiones precedidas, por un deterioro del control emocional, del comportamiento social

o de la motivacion .

La EA es la forma més comun de demencia y posiblemente contribuye al 60-70% de los
casos. Otros contribuyentes importantes a esta patologia son: la demencia vascular (DV),
la demencia con cuerpos de Lewy, y un grupo de enfermedades que contribuyen a la
demencia fronto-temporal. Un porcentaje importante de pacientes, sobre todos aquellos
que tienen un comienzo tardio, presentan formas mixtas de demencia (perfil degenerativo

+ perfil vascular).
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La demencia es muy heterogénea y afecta a cada persona de una manera diferente,
dependiendo del impacto de la enfermedad y la personalidad pre-moérbida de la persona.

Los problemas ligados a la demencia pueden ser entendidos en tres etapas °°:

- Fase temprana: el primer o segundo afo.
- Etapa media: del tercer al quinto afio.

- Etapa de tardia: quinto afio y después.

Estos periodos se dan como una guia aproximada solamente, a veces algunos pacientes
pueden deteriorarse mas rapidamente o mas lentamente. Cabe sefialar que no en todas las

personas con demencia se mostraran todos los sintomas.

2.2.3 Epidemiologia de la demencia

Se estima que para el 2050 la poblacion mundial mayor de 60 afos serd de 2 mil millones
(Figura 9). El envejecimiento de la poblacion se estd produciendo rapidamente en los
paises en vias de desarrollo. Un efecto claramente negativo del rapido envejecimiento de
la poblacion es el aumento en el nimero de personas con demencia. Aunque la demencia

afecta principalmente a las personas mayores, no es una parte normal del envejecimiento
95

Figura 9. Estimacidn de la poblacién mundial mayor de 60 afios. Informe WHO dementia,
2012 %

Segun diversas estimaciones, entre el 2% y el 10% de todos los casos de demencia
comienzan antes de los 65 afios. La prevalencia se duplica con cada incremento de cinco
afos de edad después de 65 anos (Figura 10). El nimero de personas en el mundo que

viven con demencia en 2011 se estima en 35,6 millones, y los estudios epidemiolédgicos
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indican que este numero se espera que crezca a un ritmo alarmante. Se estima que el
numero casi se duplicara cada 20 afios, es decir, a 65,7 millones en 2030 y 115,4 millones
en 2050 *>%7. La mayoria de estas personas vivirdn en los paises en vias de desarrollo
(Figura 10).
High-income E |ow- and middle-income

120
100
80
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40

20

Numbers of people with dementia (millions)

2010 2020 2030 2040 2050
Year

Figura 10. Estimacion del incremento del nimero de personas con demencia en paises con
altos y medios ingresos. Informe WHO dementia, 2012 *°.

La demencia es una de las principales causas de discapacidad en la vejez. Es la principal
causa de dependencia y de discapacidad entre las personas mayores, tanto en paises de
altos ingresos como en los paises en vias de desarrollo. El coste estimado de la demencia

en todo el mundo en 2010 ha sido de 604 billones de dodlares.

Los costes directos de atencion médica contribuyen apenas al 16% del coste global. En
paises de bajos ingresos, la mayoria de los costes se deben al cuidado informal, es decir,

atencion no remunerada proporcionada por los miembros de la familia y otros *°.

La demencia acorta la vida de las personas que desarrollan la enfermedad. Uno de los
mejores estudios en este campo calcula que la media de supervivencia a la EA es de 7,1
afios y en la DV de 3,9 afios ?®. Hay mucha variabilidad individual en torno a estas
estimaciones. La contribucion independiente a la mortalidad de la demencia es dificil de
evaluar debido a que son pacientes que normalmente tienen asociadas otro tipo de

patologias.
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2.2.4 Factores de riesgo de la demencia

Diversos trabajos de investigacion han sugerido que la enfermedad vascular predispone

100-102

alaEA, asi como a la DV . En los estudios de incidencia cortos y de latencia mas

103,104

largos , el tabaquismo aumenta el riesgo de EA. La diabetes es también un factor de

riesgo '®° y, en estudios de cohortes de mas largo plazo, la hipertension aparecida en la

d 106,107 1 107

mediana eda y el aumento del colestero estan asociados con la aparicion mas
tardia de la EA. La sumacion de factores de riesgo cardiovascular como la hipertension,
la diabetes, la hipercolesterolemia y el tabaquismo aumentan la incidencia de demencia
gradualmente, si la exposicion aparece en la mediana edad ! o unos pocos afios antes de

la aparicion de la demencia ' (Figura 11).

La evidencia de estudios epidemioldgicos de cohortes sugieren que la hipoactividad es
un factor de riesgo para la aparicion de la demencia, y que el ejercicio aerdbico puede

reducir el deterioro cognitivo y proteger contra la demencia 19519,

A pesar de cierta inconsistencia entre los estudios de cohortes, hay pruebas bastante
convincentes de que en paises de renta alta se objetiva que altos niveles de educacion y
ocupacionales se asocian con una menor incidencia de demencia ''°. La evidencia en los
paises en via de desarrollo es mas limitada. Debido a que las funciones y
responsabilidades de las personas mayores varian entre las culturas, pueden ser menos
relevantes las habilidades cognitivas, la educacion y el nivel ocupacional necesarios de
mantener de cara a la neurodegeneracion y claramente menos asociado con el riesgo de
demencia ''"!1? (Figura 11). Se produce una ligazén entre la neuroplasticidad y la reserva

cognitiva.
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Hipotesis toxica: Inflamacion:
Exposicion Marcadores
ocupacional especificos

Hipotesis
geneética:

APOE €4,
agregacién Hipotesis vascular:

familiar Hipertensidon de mediana edad, obesidad,
diabetes, fumador, enfermedad cardiaca,
ictus y dieta

Nacimiento Vida adulta

Nifiez-22 década Transicion

Hipotesis psicosocial:
Alta educacidn, alta posicion ocupacional, estilo de
vida activo, rica vida social.

Estrés oxidativo:
Dieta, folatos y vitamina By,
antioxidantes.

Figura 11. Principales hipdtesis etioldgicas de la demencia: una perspectiva del ciclo vital.
Modificada de Fratiglioni et al. 2010 >3,

2.2.5 Clasificacion de la demencia

Durante el siglo pasado, la clasificacion de los subtipos de demencia ha sido revisada en
varias ocasiones. La clave para la clasificacion actual del diagndstico de la EA, ha sido
establecida gracias al Instituto Nacional de Trastornos Neuroldgicos y Comunicativos y
de derrame cerebral y a la asociacion de EA y trastornos relacionados (NINCDS-
ADRDA), que establecieron los criterios en 1984. Estos criterios vinculan patrones
clinicos de neuropatologia y utiliza las etiquetas de posible, probable y definitivo EA en

el diagnostico del paciente 2.

Globalmente, las escalas mas empleadas en la EA son: la Clinical Dementia Rating
(CDR) '3, 1a General Deterioration Scale (GDS) '* y 1a Functional Assessment Staging
(FAST) '3, disefiada por el mismo autor que la anterior, con el objetivo de estadiar mejor

el nivel funcional del paciente en correlacion con la GDS.

En estas escalas se evalua no solo el deterioro cognitivo, sino también, la conducta y el
nivel funcional del paciente. Son escalas ampliamente difundidas y usadas, tanto en la

practica clinica diaria como en ensayos clinicos ''°.

La GDS ''*presenta 7 grados de estadios evolutivos: 1-normalidad, 2- deterioro cognitivo

leve (DCL), 3-demencia incipiente; en el estadio 4 se situa la demencia leve, en el 5 la
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demencia moderada y los estadios moderado-severo y severo en los estadios 6 y 7. Dos
afios mas tarde, el mismo equipo desarrollo la escala FAST para determinar, con mas

precision, los estadios mas avanzados de la enfermedad.

El diagndstico definitivo de la EA requiere evidencia de apoyo patologico. EA probable
es el maximo nivel de seguridad posible sin confirmacion patologica. Para este
diagnostico el paciente no debe tener otra condicion que pueda explicar sus sintomas.
Otros rasgos de apoyo de probable EA incluyen evidencia de deterioro progresivo del
lenguaje, praxis y el reconocimiento visual con deficiencias en las actividades de la vida
diaria o con antecedentes familiares positivos de EA. Niveles bajos de AP y altos de
proteina tau en el liquido cefalorraquideo, evidencia de atrofia cerebral progresiva en
imagenes cerebrales y un patrén normal o inespecifico EEG apoyan el diagndstico de

probable EA 17,

A pesar del uso generalizado de esta clasificacion, varias cuestiones notables se

relacionan con la extrapolacion de los hallazgos clinico-patologicos para el diagnostico.

Desde su publicacion los criterios originales NINCDS-ADRDA han sufrido
actualizaciones y revisiones, y se han incorporado a los principales criterios
internacionales, incluido el Manual Diagnostico y Estadistico de los Trastornos Mentales
y la Clasificacion Internacional de Enfermedades. En 2011 se realizé una nueva revision
de estos criterios adjuntando nuevos marcadores para el diagnéstico de esta patologia !

(Tabla 1).

Tabla 1. Biomarcadores incorporados a los criterios de demencia por Enfermedad de
Alzheimer. Modificado de Mackhann et al., 2011 2.

. Lesion neuronal
Probable biomarcador de

Categoria diagnéstica 3 , A8 (PET o LCR) (tau en LCR, FDG-
tiol de EA
etiologia de PET, IRM)
. , . . ) No disponible, conflictivo No d|s.po.n|ble,
Basado en criterios clinicos Poco informativo . . conflictivo o
o indeterminado . .
indeterminado
. No disponible o "
Probable EA Intermedio indeterminado Positivo
Con tres niveles de ?\{idt?n.cia I termedio bositive No disponible o
en el proceso patofisioldgico indeterminado
Alto Positivo Positivo
. . - No disponible
. . . No d ble, flict s !
Posible EA Basado en criterios clinicos Poco informativo © |spon| € c_on Ictvo conflictivo o
.. o indeterminado . .
(presentacion indeterminado
clinica atipica) Con evidencia del proceso Elevado pero no descarta " "
o . . Positivo Positivo
patofisioldgico patologia secundaria
Demencia poco probable producida por EA Méds bajo Negativo Negativo

Abreviaturas: EA, Enfermedad de Alzheimer; AB, beta-amiloide; PET, tomografia de emisidn de positrones; LCR, liquido cefalorraquideo;
FDG, fluorodeoxyglucosa; MRI, imagen por resonancia magnética.
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Los cuatro subtipos de demencia méas comunes, por orden de frecuencia son la EA, laDV,
demencia con cuerpos de Lewy y demencia fronto-temporal, cada una con unas
alteraciones macroscopicas y microscopicas tipicas para cada alteracion asi como una

localizacion especifica en el SNC (Figura 12) y una epidemiologia especifica (Figura 13).

Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

¢ Localizacidn: cortical difusa
- & Macro: atrofia cerebral
Demencia frontotemporal Micro: espongiosis, depdsitos PrP

Localizacién: frontotemporal Enfermedad de Alzheimer

Macro: atrofia cerebral
Micro: depdsitos tau, cuerpos de
Pick

‘ ?}21 Localizacién: temporoparietal
E Macro: atrofia cerebral
Micro: Placas AB, anillos

R

Demencia por cuerpos
de Lewy
Localizacién: frontotemporal =z

Macro: atrofia cerebral
Micro: cuerpos de Lewy

Enfermedad de Parkinson

Localizacién: mesencéfalo
Macro: sustancia nigra
Micro: cuerpos de Lewy

Enfermedad de Huntington

Localizacién: ganglio basal
Macro: atrofia neoestriada

Micro: pérdida neuronal y astrocitosis i ” -
, Esclerosis Lateral Amiotrofica

o S 2 .
- Localizacion: cortex motor, tronco cerebral, médula espinal
'S Macro: atrofia de neuronas motoras y musculos

[
Micro: inclusiones (cuerpos de Bunina)

s

Figura 12. Informacion general sobre la localizacién anatémica y los cambios macroscépicos
y microscépicos caracteristicos de los trastornos neurodegenerativos. Modificada de Bertram

et al, 2005 18,

m Alzheimer
Vascular
Alzheimer + Vascular
Frontoremporal +

Parkinson
o Lewy

Figura 13. Distribucion en porcentaje de los diferentes tipos de demencia. Modificado de
Méller et al, 2009 1%°.
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Las patologias mixtas son mucho mas comunes que las "puras" (en particular para la EA
ylaDV yla EA y DCL) !?° (Figura 14). En una serie de casos de mas de 1000 autopsias,
el 86% de las personas con demencia tenian patologia relacionada con la EA pero s6lo el
43% tenian una EA pura. El 26% tenia EA combinada con patologia cerebrovascular, y

el 10% tenian EA combinada con cuerpos de Lewy corticales 2!,

Demencia Tipo Alzheimer Demencia vascular

Carga lesion vascular cerebral

Figura 14. Representacion esquematica de las demencias mas comunes. En la izquierda
estarian los sujetos con mayor carga de degeneracidén neuronal mientras que el extremo
derecho estarian los pacientes con deterioro vascular mds puro. En medio, la gran mayoria de
pacientes que compartirian mds o menos rasgos comunes. Modificada de Viswanathan et al.,
2009 2,

El diagnostico y clasificacion de las demencias puede abordarse desde diferentes puntos
de vista. Los criterios de clasificacion mas empleados en la actualidad hacen referencia a

las caracteristicas clinicas, a la etiologia y a la fase evolutiva.

En funcion de su etiopatogenia podemos distinguir: demencias primarias o degenerativas,
secundarias y de etiologia multiple (Tabla 2). Y ademads en funcion de las areas cerebrales
donde se localizan los cambios histopatologicos, se produciran unos sintomas
cognoscitivos y psicopatoldgicos diferentes, diferenciando tres tipos principales de
demencia: cortical, subcortical y global; pudiendo afadir a estos las demencias de inicio

focal %3,

51
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Tipos principales de demencias y etiopatogenia

Demencias primarias o degenerativas

= Tipo cortical

= Tipo subcortical

= Formas focales

= Formas mixtas e infrecuentes

Demencias secundarias

= Vasculares
= Otras demencias secundarias

Demencias combinadas o de etiologia multiple

= Demencia mixta (vascular y degenerativa)
= Otras demencias combinadas

Tabla 2. Clasificacién de la demencia segun etiopatogenia.
Modificado de Alberca et al, 2010 6.

2.3Demencia tipo Alzheimer

2.3.1 Definicion del Alzheimer

El término demencia tipo Alzheimer hace referencia a un sindrome demencial
caracterizado por la afectacion primaria de las funciones cognitivas corticales (memoria,
lenguaje, praxias, etc.) con un alto impacto a nivel funcional y presencia constante de
sintomas neuropsiquiatricos diversos ', y a un establecimiento caracteristicamente lento

y progresivo %,

Atendiendo a la clasificacion etioldgica de las demencias la EA se encuadra en las
demencias degenerativas primarias, procesos que parecen estar relacionados con

proteinopatias cerebrales *°.

Se ha propuesto recientemente un modelo de biomarcadores y su correlacion con las
etapas de la EA '%, en la que los biomarcadores més ampliamente validados de la EA se
vuelven anormales y alcanzan asimismo un techo de una manera ordenada. El modelo de
la enfermedad y la estadificacion por biomarcadores se muestran en la Figura 15,

representando el siguiente conjunto de principios:

- En primer lugar, los biomarcadores se vuelven anormales de manera temporal

ordenada a medida que avanza la enfermedad.
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- En segundo lugar, los biomarcadores de placas de beta-amiloide (AP) son
dindmicos al principio de la enfermedad, antes de la aparicion de los sintomas
clinicos, y alcanzan una meseta al mismo tiempo que aparecen los sintomas

clinicos.

- Entercer lugar, los biomarcadores de lesion neuronal, disfuncion y degeneracion
son dinamicos cuando la enfermedad avanza y se correlacionan con la gravedad

de los sintomas clinicos.

- En cuarto lugar, la RM es el Gltimo biomarcador que se vuelve anormal, sin
embargo, la RM mantiene una relacion mas estrecha con el rendimiento cognitivo

cuando la enfermedad avanza, que otros biomarcadores '*’.

- En quinto lugar, ninguno de los biomarcadores es estatico; el ratio de cambio de
cada biomarcador en el tiempo sigue un curso no lineal con una forma sigmoidea
126 Esta no linealidad ha sido claramente demostrada en estudios de RM, en el
que la atrofia se acelera a medida que el paciente comienza con signos clinicos de
demencia '?®. Una forma sigmoidea como una funcién en el tiempo implica que
el efecto maximo de cada biomarcador varia en el transcurso de progresion de la

enfermedad.

L

Ap
— Lesidn neuronal y disfuncién mediada por tau
— Estructura cerebral

Anormal 4

—— Memoria

—— Funcion clinica

Magnitud de los biomarcadores

Normal

Normal cognitivamente ' DCL ' Demencia
| .

L
Estadio clinico de la enfermedad

Figura 15. Modelo de aparicion de biomarcadores y progresion de la EA propuesto por Jack
et al. Modificado de Jack et al, 2010 *2°.
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En las dos ultimas décadas se han producido importantes avances en el conocimiento de
la EA. Sin embargo, carecemos en este momento de certezas en cuanto a la causa,
mecanismos intimos de produccidon, o estrategias terapéuticas capaces de revertir o

detener el curso de la enfermedad.

2.3.2 Fisiopatologia del Alzheimer

La EA se caracteriza por la aparicion de dos tipos de depdsitos proteinicos diferentes: los
depositos de AP y los ovillos neurofibrilares (Figura 16). Ambos ejercen efectos toxicos
en las neuronas, activan células gliales que segregan sustancias citotoxicas y aumentan
los daios tisulares alterando la sinapsis y la funcidon neuronal, conduciendo en ultimo
término a la apoptosis. Cuando este dafio en el tejido cerebral alcanza un cierto grado

termina expresandose clinicamente '?° (Figura 18).

Figura 16. Placa de AP y ovillos neurofibrilares en tejido cerebral. Tomado de
https://gbiomed.kuleuven.be/english/research/50000622/50525540/images/nft-
amyloid.jpg/image
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Figura 17. Progresion anatomica de la Enfermedad de Alzheimer. En la progresion tipica de la
enfermedad la corteza motora primaria y la sensorial son las ultimas que se ven afectadas.
Durante la ultima etapa de la enfermedad, la corteza visual primaria se caracteriza por la
hiperfosforilacion de tau (como se muestra utilizando anticuerpos anti-fosfo-tau), ovillos
neurofibrilares, y las placas amiloides). Tomado de Small et al, 2008 *3°,

Los estudios sobre la patogénesis de la EA se centran principalmente en el papel de los
depositos proteicos. El prototipo de esta enfermedad es complejo ya que resulta de la

combinacion de una amilodopatia y una taupatia.

Numerosos estudios apuntan a que el fenomeno primario en la EA es una alteracion en el
metabolismo de la proteina APP (proteina precursora de amiloide) que provoca un
aumento en la produccion y un deposito anomalo del péptido AP, dando lugar a depdsitos
amiloides insolubles en forma de placas seniles (Figura 16 y Figura 17). Este proceso es
apoyado por la denominada hipotesis de la “cascada amiloide”, que explica que por
diversos factores genéticos se producen alteraciones a nivel de la expresion de la proteina
APP, del proceso de proteolisis o del proceso de estabilidad del péptido AP, alterando el
equilibrio de produccion/aclaramiento del mismo, lo que finalmente resulta en un
acumulo gradual de degeneracion neurofibrilar, en placas difusas, placas neuriticas y en

31 Se ha demostrado que el efecto toxico se produce

vasos cerebrales y meningeos
fundamentalmente por la liberacion de radicales libres en la unioén de este amiloide con
determinados receptores, lo que activa una cascada de sucesos inflamatorios y oxidativos,
que acaban lesionando la neurona, alterando las sinapsis con el consiguiente déficit de

neurotransmisores y conduciendo en wltimo término a la muerte neuronal '32. La
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apolipoproteina E (APOE) también se ha reconocido de manera irrefutable como uno

de los factores de riesgo mdas importantes para EA 2%2,

Edad N Factores de riesgo cerebrovasculares
Genética Otras patologias cerebrales relacionadas con la edad

-

I

I

I

I
¥ ~

Disfuncidn sinaptica
Acumulo de + Activacion glial
B-amiloide Formacion de anillos
Muerte neuronal

Declive
cognitivo

Reservacerebral y cognitiva
Factores ambientales

Figura 18. Modelo hipotético de la cascada fisiopatologia en la Enfermedad de Alzheimer 133,
Este modelo propuesto por Sperling et al. postula que los depdsitos de AB es un evento que
ocurre primero y estd relacionado con la posterior disfuncién sindptica, la neurodegeneracion
y la pérdida neuronal. La edad y la genética, asi como otros factores intrinsecos del paciente,
tales como, otras patologias cerebrales o la respuesta cognitiva pueden influir en la respuesta
del organismo a las placas de AB y/o el ritmo de progresién de las manifestaciones clinicas.

2.3.3 Epidemiologia del Alzheimer

En 2015, existen mas de 46 millones de pacientes con EA en todo el mundo, y basandonos
en las expectativas de vida, estas cifras se seguiran incrementando, se estima que en 2050

el nimero de pacientes con EA sobrepasard 100 millones de personas 5%

La EA es la sexta causa principal de todas las muertes en los Estados Unidos,
considerando todos los grupos de edades, y estd intimamente relacionado con la quinta
causa principal de muerte, la diabetes. El Alzheimer es la quinta causa principal de muerte

entre los estadounidenses de 65 afios 0 mas 34133,
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En 2005, el consorcio “Alzheimer Disease International” encargd a un grupo de expertos
internacionales alcanzar un consenso sobre la prevalencia de la demencia y la incidencia
estimada en 14 regiones de la OMS, con base en datos epidemioldgicos adquiridos en los
ultimos afos. Los resultados indicaron que 24,2 millones de personas vivian con esta
demencia en ese momento, existiendo 4,6 millones de nuevos casos surgidos todos los
afios 6. América del Norte y Europa Occidental tienen a los 60 afios la mayor prevalencia
de esta demencia (6,4 y 5,4% de la poblacion a los 60 afios respectivamente), seguida de
América Latina (4,9%), China y sus vecinos en desarrollo occidental y el Pacifico (4,0%).
Las tasas de incidencia anual (por 1000) para estos paises se estimaron en 10,5 para
América del Norte, 8,8 para Europa Occidental, 9,2 para América Latina y 8.0 para China
y sus vecinos en desarrollo occidental y el Pacifico, aumentando exponencialmente con

la edad en todos los paises, especialmente a través de la séptima y octava década de la

vida %7,

Entre 2000 y 2015, la cantidad de muertes por EA registrada en los certificados de
defuncion de Estados Unidos se ha mas que duplicado, con un aumento del 123%,
mientras que la cantidad de muertes por enfermedad cardiaca, que es la causa nimero uno
de muerte, disminuyd en un 11 por ciento (Figura 19). En el conjunto de los Estados
Unidos, en 2015, la tasa de mortalidad por EA fue de 34 muertes por cada 100.000

personas %3,

Percentage
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Cause Breast Prostate Heart Stroke HY Alzheimer’s

of death cancer cancer diseaze dizezsa

Figura 19. Porcentaje del cambio de causas de muerte en todas las edades entre 2000 y
2015. Datos tomados del National Center for Health and Statistics. Tomada de Alzheimer’s
Association, 2018 3.
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El aumento del riesgo a corto y medio plazo del desarrollo de EA ha sido visto no s6lo a
los 65 aios, sino que se incrementa notablemente a los 75 y 85 afos, tanto para las mujeres
como para los hombres. Sin embargo, en comparacion con las mujeres, los riesgos de
desarrollar esta demencia no son tan altos en los hombres (Figura 20). Una vez mas, esta

diferencia, es en gran parte debido a la mayor esperanza de vida para las mujeres '**.

Riesgo de desarrollo de Alzheimer

25,0%
20,3%
18,59
20,0% 17,2% ity
15,0%
10,2%
! E Hombre
10,0%
i Mujer
5,0%
0,0% - r
65 75
Edad

Figura 20. Riesgo de desarrollo de Enfermedad de Alzheimer en funcion de la edad y el sexo.
Modificada de Alzheimer’s Association, 2010 *3°.

En 2006 se realizé una encuesta en Estados Unidos en la que telefénicamente se contactod
con mas de 16.000 personas, siendo una muestra representativa de una poblacioén
estimada de 68 millones de estadounidenses de 55 afios o mas, analizando el porcentaje
de personas con deterioro cognitivo '“°. En este estudio se observo que en los tres grupos
raciales analizados (blancos, afro-americanos e hispanos), la prevalencia de deterioro

cognitivo es mayor cuando aumenta la edad en comparacion con jovenes (Figura 21).

Como se muestra en la Figura 21, los afroamericanos tienen de 2 a 3 veces mas
probabilidades que los blancos de tener un deterioro cognitivo. No solo entre las personas
de 55 a 64 anos, en las que los afroamericanos tienen 4 veces mas probabilidades que los

blancos de tener deterioro cognitivo, sino también entre la poblacion mayor de 85 afios.
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Segun este estudio los hispanos tienen, en promedio, 2 veces mas probabilidades que los
caucasicos de tener deterioro cognitivo, y estas diferencias son mayores en los jovenes
que en los grupos de mayor edad. Entre las personas de 55 a 64 aios, los hispanos tienen
casi 3 veces mas probabilidades que los caucasicos de tener deterioro cognitivo en
comparacion con los mayores de 85 afos, que tienen sélo 1,6 veces mas probabilidades
que los caucasicos de tener este deterioro. En cada grupo de edad, los hispanos son menos

propensos que los afroamericanos de desarrollar deterioro cognitivo.

Americanos mayores de 55 afios con deterioro cognitivo
en funcion de la raza

60%

55%

50%

o -~ -

30% 4% 27 B O Blancos

— W Afro-americanos
20%

12%

10% {0, ml3% 3%

0% - T
55-64 65-74 75-84 85+
Edad

0, 1 0,
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Figura 21. Proporcion de americanos mayores de 55 afios con deterioro cognitivo por etnia.
Modificada de Gurland et al, 1999 4.

2.4Demencia vascular

La DV es la segunda causa mas comun de demencia en los ancianos después de la EA.
La DV se define como la pérdida de la funcién cognitiva resultante de la isquemia, la
hipoperfusién, o lesiones cerebrales hemorragicas '*! debido a una enfermedad
cerebrovascular o a una patologia cardiovascular. El diagndstico de la DV requiere un
deterioro cognitivo, lesiones vasculares cerebrales, a menudo predominantemente
subcorticales, como se ha demostrado por iméagenes cerebrales, un vinculo temporal entre
el accidente cerebrovascular y la demencia, y la exclusion de otras causas de demencia

142 La combinacion de cambios patologicos en el cerebro de EA y de DV en las personas
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mayores son muy comunes, por lo que la demencia mixta probablemente es el tipo mas

comtn de demencia 43144,

Diferentes estudios sugieren que la DV afecta entre el 3,1% y el 20,8% de la poblacién
de mas de 65 afios. De ella entre un 1,1% y un 6,4% corresponden a demencias en fases
avanzadas y entre un 2 y un 14,4% a fases moderadas, respectivamente. Datos recientes
sobre la prevalencia de DV en Espaiia la sitian en el 1,4% %, dato muy similar a las
estimaciones en otros paises europeos. La EA representa el 60% vy la vascular

aproximadamente el 30% de la prevalencias de todas las demencias '#°.

Se considera que 1 de cada 3 individuos mayores de 65 afios puede sufrir un ictus vascular
con demencia; sin embargo, es posible que la mitad presenten deterioro cognitivo post-
ictal, sin llegar a cumplir la definicion de demencia *°. En este contexto, Lopez et al. 47
define la demencia como la pérdida de dos o més funciones cognitivas (memoria, funcion
ejecutiva, orientacion, praxis, lenguaje, etc.) que conlleva la pérdida de la independencia
para realizar las actividades basicas o instrumentales de la vida cotidiana. El grupo con
deterioro cognitivo post-ictal, sin demencia, se clasifica como deterioro cognitivo

vascular.

Los avances en el control de los factores de riesgo vascular y en el tratamiento de la
enfermedad cerebrovascular, hacen de la DV una forma potencialmente tratable y

prevenible de demencia.

Los criterios clinicos de demencia vascular se recogen en NINDS-AIREN o en el VAS-

COG.

2.5Deteccion y diagnéstico actual de la demencia

Debido al curso irreversible y a la ausencia de un tratamiento efectivo para la demencia
y la EA, es primordial realizar una deteccion y un diagnostico en una fase temprana, para
tratar al paciente con farmacos que tiendan a retrasar la pérdida cognitiva, asi como
comenzar con un tratamiento no farmacoldgico basado en ejercicios intelectuales, para
proveer al paciente de recursos que proporcione una mejor calidad de vida durante mas

tiempo.
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En la mayoria de los casos, debido al caracter gradual de las manifestaciones, el paciente
suele acudir a la consulta acompafiado por algiin familiar, que es quien se ha percatado
del posible déficit. Por otra parte, cuando la demanda se expresa preferente e
insistentemente por parte del propio paciente pueden ser atribuidos los sintomas a un

cuadro de depresion o ansiedad '#.

Actualmente para la deteccion de demencias se usan diferentes test cognitivos breves y
biomarcadores que se deben practicar a individuos con riesgo elevado de desarrollar un

trastorno cognitivo.
2.5.1 Historia del paciente

La historia del paciente es la parte mas importante para realizar un diagnostico correcto.
La anamnesis debe incluir cuestiones para evaluar el lenguaje, la memoria, la orientacion,
la funcion ejecutiva, el estado emocional y afectivo, la conducta y los cambios de
personalidad, y la capacidad funcional. Es importante completar la entrevista con el

informador acompafiante del paciente '*®. Ademas, es importante conocer detalles como:

- Antecedentes familiares de demencia, enfermedades psiquiatricas,

cerebrovasculares y epilepsia.
- Nivel educativo y habilidades sociales previas.

- Informacion para descartar causas secundarias de demencia como traumatismo

craneal, neoplasias, toxicos, etc.

- Tiempo de evolucién, modo de instauracion (brusco o lento), progresion

(progresiva, fluctuante o escalonada).

- Consciencia de la enfermedad por el propio paciente.

2.5.2 Mini Mental State Examination

Folstein, en 1975, desarrollo el Mini Mental State Examination (MMSE) ¥, 1o que
significd una enorme aportacion respecto a otros test breves que exploraban solo la
memoria a corto plazo. E1l MMSE explora cinco areas: orientacion, registro, atencion y

calculo, memoria y lenguaje. Sin embargo, el MMSE presenta algunas limitaciones que
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hay que tener en cuenta. Los pacientes con inteligencia o nivel educativo superior previos
muestran puntuaciones superiores al estado real y pueden dar falsos negativos. Por el
contrario, la edad avanzada, un nivel educativo bajo, procedencia de culturas extranjeras

y deterioros sensorial pueden asociarse a falsos positivos.

Existen dos versiones en castellano. Inicialmente, Lobo et al. '*°

adapt6 y amplié el
MMSE hasta 35 puntos. Posteriormente, para facilitar la comparacion con los estudios

internacionales, validaron la version de 30 puntos.
2.5.3 Test neuropsicologicos

La exploracion neuropsicoldgica pretende, en general, definir el estado de los distintos
componentes del sistema cognitivo del paciente, definiendo patrones de capacidades

afectadas y preservadas.

La evaluacidon neuropsicolégica puede subdividirse en dos niveles de complejidad: un
primer nivel consistente en la administracion de escalas breves, estandarizadas y sencillas
como el MMSE ¥y las Escalas de Informacién-Memoria-Concentracion y de Demencia
de Blessed ! que permitan alcanzar el diagnostico de demencia; y un segundo nivel de
mayor complejidad en el que neuropsicologos entrenados administran baterias mas
complejas con el fin de acotar el estadio evolutivo y severidad del deterioro, al tiempo
que se establecen los dominios de la funcidon cognitiva que se hallan afectados para

facilitar el diagnostico diferencial y para orientar el plan terapéutico.
2.5.4 Pruebas de neuroimagen estructural

La tomografia axial computerizada (TAC) y la RM nuclear representan las dos principales
técnicas de neuroimagen estructural. La introduccidon de estas técnicas en la practica
clinica habitual ha supuesto un gran avance en el diagndstico precoz y en el conocimiento

de las diferentes formas clinicas de la demencia. Su aplicacion permite:

1. Detectar patologias potencialmente tratables como son los hematomas subdurales,
la hidrocefalia a presiéon normal, los tumores cerebrales y otras patologias

reversibles y tratables que pueden producir demencia.

2. Identificar patologia vascular de pequefio vaso. Con la RM se puede detectar la

isquemia en la sustancia blanca e identificar demencias vasculares y mixtas que
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asemejan, con frecuencia, la clinica de la EA. La patologia vascular de la sustancia
blanca puede observarse en el TAC como zonas de hipodensidad y en la RM como
alteraciones focales de la intensidad de la sefial. Pero estos signos
neurorradiologicos no son patognomoénicos de DV, apareciendo tanto en EA como

en sujetos sanos *°.

3. Patologia neurodegenerativa. Se han observado diferentes hallazgos estructurales
con el TAC y la RM, que permiten confeccionar patrones de alteraciones
estructurales correspondientes a las diferentes enfermedades que causan
demencia, como en el caso de la EA, y que guardan relacion con la presencia y

severidad de la misma 2,
2.5.5 Pruebas de neuroimagen funcional

En los ultimos afos, la capacidad del TAC y de la RM para obtener excelentes imagenes
anatomicas del cerebro normal y patoldgico ha mejorado el diagndstico y el tratamiento
de muchas lesiones neurologicas y neuroquirdrgicas; sin embargo, existen enfermedades
y disfunciones cerebrales que aparecen con imagenes de TAC y RM normales o con

hallazgos anormales inespecificos.

Con la posibilidad del estudio in vivo de la funcion cerebral, estas técnicas han permitido
obtener resultados sorprendentes en el diagndstico diferencial de la demencia, en el
estudio de las correlaciones clinico-neurobioldgicas y en la investigacion de procesos
fisiopatologicos subyacentes al sindrome demencial *2.

Las técnicas utilizadas para el estudio funcional de las demencias han contribuido en gran
manera a la comprension de la actividad cerebral y de su distribucion espacial en
diferentes condiciones fisiologicas (Figura 22). Estas técnicas se pueden clasificar en dos

grandes grupos:

1. Aquellas que utilizan fuentes electromagnéticas para recoger la sefial, como son:
la resonancia magnética funcional (fMRI), la espectroscopia por resonancia

(MRS), la Electroencefalografia (EEG) y la Magnetoencefalografia (MEG).
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2. Las que utilizan la radiacién procedente de la transformacion de particulas o
radionucleidos: la Tomografia por emision de positrones (PET) y la Tomografia

computerizada por emision de fotones (SPECT).

Alzheimer disease
T, -welghed T,-weighed 006

REB- RDB-

FDG-PET FDG-PET

8000

RRDH. NRDYH!

RS-fMRI RS-fMRI

nRBP DDH-

Figura 22. Actividad cerebral y mapas del metabolismo de la glucosa. Ay B. Imagen
anatdmica mediante resonancia magnética de paciente control y EA. Cy D. PET del
metabolismo de la glucosa en el grupo control y EA. Ey F. fMRI de la actividad cerebral en los
mismos pacientes controles y EA. Modificada de Kazemifar et al., 2017 %3,

El funcionamiento cerebral se puede estudiar desde tres perspectivas diferentes. La
primera se centra en la arquitectura de sus areas y lobulos, la segunda lo considera
compuesto de columnas neuronales con funciones especificas y la tercera busca estudiar
los circuitos que son activados de un modo sucesivo para resolver tareas concretas. Dentro
de esta ultima perspectiva, la MEG permite, mejor que ninguna otra técnica, la
investigacion del procesamiento de informacion en pasos sucesivos a través de un circuito

determinado '**

2.6 El ojo: extension del SNC

Ciceron (106-43 aC) fue el primero en declarar "ut imago est ut animi Voltus sic indices
oculi", el rostro es una imagen de la mente, los 0jos son su intérprete. Muchas versiones
diferentes de esta frase ya han sido citadas por fildsofos, oradores, politicos y escritores.
A través de los afios, los cientificos han indagado sobre el concepto de que "los ojos son

el espejo del alma”, en busca de evidencias cientificas que determinen si la investigacion
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ocular podria ser util para la investigacion del cerebro y el diagnostico de sus

enfermedades '°°.

La retina y el nervio Optico son una proyeccion embrionaria del diencéfalo, y por lo tanto
se consideran parte del sistema nervioso central (SNC). La retina estd compuesta por
capas de neuronas especializadas que estan interconectadas a través de las sinapsis. La
luz que entra en el ojo es capturada por las células fotorreceptoras en la capa mas externa
de la retina, lo que inicia una cascada de sefiales neuronales que finalmente llegan a las
células ganglionares de la retina (CGR), cuyos axones forman el nervio optico. Estos
axones se extienden hasta el nacleo geniculado lateral (NGL) del talamo y al coliculo
superior (CS) en el cerebro medio, cuya informacioén se transmite hacia centros de
procesamiento visual mas especializados que nos permiten percibir una imagen de

nuestro mundo 3>,

A pesar de la diversidad de su morfologia !*’, las CGR presentan las propiedades tipicas
de las neuronas del SNC, y generalmente tienen un cuerpo celular, dendritas y un axon.
La mayor parte de los axones de las CGR se unen para formar el nervio dptico. Después
de atravesar la ldmina cribosa en su salida del globo ocular, el nervio dptico, de la misma
forma que el resto de nervios del SNC, estd cubierto de una vaina de mielina producida

por los oligodendrocitos, estando rodeado por las tres capas meningeas.

Al igual que una agresion a los axones del SNC, una agresion en el nervio optico puede
dar como resultado una degeneracion retrograda y anterograda de los axones dafiados, la
formacion de cicatrices, una destruccion de la mielina, y la creacion de un entorno
neurotoxico que implique estrés oxidativo, privacion de factores neurotroficos, niveles de
neurotransmisores excitotoxicos, y la agregacion anormal de proteinas y desechos. Tal
entorno hostil a menudo provoca la muerte de las neuronas vecinas, que previamente se

salvaron del dafio inicial, fendmeno que es denominado degeneracion secundaria 5816,

En el SNC, incluyendo el nervio 6ptico, la regeneracion axonal después de una lesion es
limitada. De hecho, gran parte de nuestro conocimiento sobre la respuesta axonal al
trauma del SNC, ha surgido de los estudios del nervio optico '417°. Los factores
considerados responsables de la creacion de un entorno que es no permisivo para el
crecimiento axonal son comunes entre el nervio dptico lesionado y otros axones del SNC.
Los primeros descubrimientos de regeneracion de los axones del SNC en presencia de

injertos de nervios periféricos fueron realizados en modelos de corte transversal del
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nervio optico y de lesion de la médula espinal '*+16>17! destacando que existen similares

condiciones restrictivas de crecimiento en estas dos estructuras del SNC (Figura 23).

El ojo, particularmente la retina, como una parte del SNC debe mantener interacciones
reguladas con el sistema inmune, y es, de hecho, un sitio con privilegio inmunologico. El
globo ocular se compone de estructuras fisicas unicas, una coleccion local de moléculas
de superficie y citoquinas, siendo la sede de respuestas inmunes especializadas, similares
a las observadas en el cerebro y en la médula espinal '7>!7*. El ojo también presenta una
barrera hemato-retiniana que comparte estructura, caracteristicas y mecanismos con la

barrera hemato-encefalica (Figura 23).
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Figura 23. El ojo como una extensidn del sistema nervioso central. Modificado de London et
al., 2013 A. Las capas de la retina se componen de varios tipos neuronales incluyendo las
células ganglionares de la retina, que comparten estructura morfoldgica con otras neuronas
del sistema nervioso central. B. Los axones de estas células estan mielinizados por
oligodendrocitos posteriormente al globo, formando el nervio éptico, el cual se extiende hasta
el NGL y CS del cerebro. C. Una lesién en el nervio dptico produce, de una manera similar a
otras neuronas del sistema nervioso central, un entorno que es hostil tanto para la
supervivencia de las neuronas que se salvaron en la agresion primaria y que inhibe la
regeneracién de los axones cortados. D, E. Similar al SNC, el ojo tiene una relacion
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Unica con el sistema inmune que consiste en barreras especializados tales como la barrera
hematorretiniana interna, que comparte caracteristicas con la barrera hemato-encefalica del
SNC.. Abreviaturas: CSPG, proteoglicanos condroitin sulfato, NGL, nicleo geniculado lateral;

NgR, receptor Nogo, CS, coliculo superior.

La camara anterior del ojo estd llena de humor acuoso, un fluido enriquecido con
mediadores antiinflamatorios ¢ inmunorreguladores y que seria como una reminiscencia
del liquido cefalorraquideo que circula alrededor del cerebro y del parénquima de la
médula espinal !"#!7°. Ademas de estas similitudes con el SNC, el inmunoprivilegio
ocular implica un fenomeno unico denominado desviacidon inmune asociada a la camara
anterior, en el que células presentadoras del antigeno que entran en la cdmara anterior del
0jo, capturan al antigeno y luego migran al bazo, donde se convierten los leucocitos
efectores en leucocitos reguladores. Este proceso, establece una respuesta inmune

172 Estos mecanismos descritos

estrechamente regulada hacia antigenos oculares
anteriormente, en combinacidon, permiten al ojo beneficiarse de una maquinaria de
defensa inmune que evitaria asimismo el riesgo de dafio a los tejidos debido a una

inflamacion incontrolada ' (Figura 23).

Teniendo en cuenta las caracteristicas comunes de los ojos y del resto del SNC, gran parte
de lo que se aprende en la investigacion ocular puede ser aplicable al cerebro y la médula
espinal, y viceversa. Como ya se ha mencionado, las similitudes entre el ojo y otras
estructuras del SNC hacen del ojo un modelo viable para el estudio del SNC ya sea en

paciente enfermos o sanos.
El ojo es un buen modelo para ello debido a una serie de razones '>°:

1. Comparado con otras estructuras del SNC, el ojo es relativamente accesible para

su manipulacion y observacion in vivo.

2. Las neuronas de la retina son claramente reconocibles y la muerte neuronal puede

ser directamente cuantificada.

3. La caracteristica organizacion de la retina nos permite identificar las diferentes
neuronas de la retina y sus interconexiones, en consecuencia, un dafio que produce

un cambio en la retina puede ser facilmente detectable.
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4. La administracion de diversos compuestos (ya sea terapéutico o experimental) al
ojo es relativamente simple, y las inyecciones en el vitreo o el espacio subretiniano

se pueden realizar sin penetrar directamente en el parénquima retiniano.

5. El nervio 6ptico consta de un largo tracto continuo de axones que son
ininterrumpidos por interneuronas, lo que hace que sea ideal para los estudios de

regeneracion.

6. Debido a que la retina tiene un compartimiento neuronal bien definido, se puede
aislar y usar para el estudio de los mecanismos moleculares patologicos y la
reacciéon a diversos agentes farmacoldgicos, ya sea utilizando cultivos de
explantes de retina o a través de inmunohistoquimica en montaje plano y cortes

histologicos.

2.6.1 La retina

La retina es la tunica mas interna del ojo que esta considerada como una extension del
SNC que es fotosensible. Las retinas de los vertebrados estan compuestas por diferentes
tipos celulares que estdn interconectados entre si 7. En la retina existen diferentes tipos
de neuronas (fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, células amacrinas,
células interplexiformes y las CGR) que estan dispuestas de una manera ordenada en el
tejido dando lugar a la estratificacion de la retina en 10 capas (3 capas nucleares y 2 capas

plexiformes donde se forman las sinapsis).
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Figura 24. Esquema de la retina de los vertebrados. Los somas se encuentran en tres capas
nucleares, la capa de células ganglionares de la retina (GCL), la capa nuclear interna (INL) y la
capa nuclear externa (ONL). Los fotorreceptores (P) estan altamente empaquetados en la
porcién inferior, por lo que la luz debe atravesar toda la retina para llegar hasta ellos. Los
contactos sindpticos que median la informacién tienen lugar en la capa plexiforme interna (IPL)
y en la capa plexiforma externa (ONL). Las células de la macroglia son los astrocitos (AG) y las
células de Miiller (M) y la microglia (MG), que se situa en las capas plexiformes y la capa de
fibras. Modificada de Reichenbach and Bringmann, 2010 77,

Estas capas son:

1. Epitelio pigmentario de retina (EPR): es la capa mas externa de la retina que estd en
contacto con la Membrana de Bruch de la coroides. Esta formada por una monocapa

de células epiteliales altamente pigmentadas.

2. Capa de fotorreceptores: en ella se encuentran los segmentos externos de los

fotorreceptores (conos y bastones).

3. Membrana limitante externa: estd formada por los pies terminales de las células de

Muiller.

4. Capanuclear externa (CNE): en ella se encuentras los cuerpos celulares de los bastones

y los conos.

5. Capa plexiforme externa (CPE): formada por las sinapsis entre las terminaciones

sinapticas de los fotorreceptores y las dendritas de las células bipolares (que estan
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dispuesta de forma radial en la retina), las c€lulas horizontales (dispuestas de forma

paralela a las capas de la retina) y las células interplexiformes.

6. Capa nuclear interna (CNI): constituida por los nucleos de las bipolares, horizontales,

amacrinas y células de Miiller.

7. Capa plexiforme interna (CPI): estd formada por los axones de las células bipolares

que sinaptan con las dendritas de las CGR y con las prolongaciones de las amacrinas.

8. Capa de células ganglionares (CCG): como su nombre indica retine los nucleos de las

CGR vy las células amacrinas desplazadas.
9. Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR): integrada por los axones de las CGR.

10. Membrana limitante interna (MLI): es la capa mas interna de la retina y estd formada
por los pies terminales de las células de Miiller dispuestos sobre una membrana basal

que se encuentra en contacto con el vitreo.

Finalmente, toda la informacion recogida tras este procesamiento neuronal es transmitido

al cerebro mediante los axones de las células ganglionares que forman el nervio optico.

En la retina, ademas de todas las neuronas implicadas en el proceso de procesamiento y
transmision del impulso nervioso, también se encuentran las células gliales, que son
necesarias para el mantenimiento y correcto funcionamiento de las neuronas retinianas, y

las células que constituyen los vasos sanguineos (cé€lulas endoteliales y pericitos).

2.6.2 La glia retiniana

Las células de la glia, durante un gran periodo de tiempo, se han considerado elementos
puramente pasivos del SNC. Sin embargo, su proximidad a las neuronas y los vasos
sanguineos los involucra en tareas vitales que son esenciales para la supervivencia

neuronal 73179,

En la retina humana se han encontrado tres tipos basicos de células gliales: las células de

Miiller, los astrocitos y la microglia, todos ellos ya descritos por Cajal y por del Rio-

Hortega hace mas de 100 afos !761%,
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Las células gliales de la retina pueden establecer importantes comunicaciones entre ellas,
sugiriéndose que funcionan como mediadores de las interacciones neurona-glia, actuando
como sensores para las sefiales de neurotransmision, contribuyendo al mantenimiento de

la actividad neuronal y homeostasis en el SNC '8!,
2.6.2.1 Macroglia

Las células macrogliales de la retina estan formada por las células de Miiller y los
astrocitos. Estas células cumplen funciones claves para el mantenimiento y supervivencia
de las CGR 82183 Por su estrecha relacion con los vasos sanguineos y los axones, pueden
almacenar glucosa en forma de glucdgeno para ser suministrado posteriormente durante

situaciones de estrés neuronal 17184,

La macroglia interviene en el mantenimiento del equilibrio 16nico del sodio y del potasio,
y en el metabolismo de neurotransmisores como el glutamato %187, Entre otras funciones
producen el factor de crecimiento fibroblastico basico, el factor de transformacion de
crecimiento beta (TGF-B) o factores de supervivencia neuronal como el factor de
crecimiento nervioso (NGF) 881%° Suministran factores antioxidantes, y ademads son los
inductores de las propiedades de barrera hemato-retiniana ya que liberan sustancias que

estabilizan las uniones estrechas de las células endoteliales vasculares '°°.

Ante una situacion de estrés, la macroglia se vuelve reactiva, caracterizandose por una
hipertrofia, una hiperplasia y un incremento de la expresion de la proteina gliofibrilar
dcida (GFAP) 7817-19L192 Eqta activacion generada de forma moderada y transitoria
puede tener una funcion protectora gracias al suministro de ciertos metabolitos, factores
de crecimiento y otras sustancias antiinflamatorias, asi como la eliminacion de sustancias
neurotoxicas del medio (como por ejemplo la recaptacion del glutamato) en un intento de

promover la reparacion del tejido retiniano 137191,

Por otro lado, la activacion macroglial cronica provoca una serie de cambios en la retina
que puede conducir a las disfuncion y muerte de las CGR '*3. Entre estos cambios se
encuentran el aumento de radicales libres 87194, la presencia de citoquinas inflamatorias

198,199

195-197 "] pérdida de la homeostasis del glutamato , y la capacidad de actuar como

células presentadoras de antigeno (MHC-II) '*2,
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El tipo de célula macroglial mayoritaria en la retina es la célula de Miiller. Estas células
asumen muchas de las funciones llevadas a cabo por astrocitos, oligodendrocitos y células
ependimales en otras regiones del SNC 2%, Las células de Miiller presentan unos procesos
que se extienden radialmente a través de las capas de la retina proporcionando apoyo
arquitectonico a las neuronas. Son responsables del mantenimiento homeostatico y
metabolico, estando también involucradas en la actividad sindptica y contribuyendo al

aumento de la absorcion de fotones por los conos 20129,

Los astrocitos de la retina presentan cuerpos celulares aplanados de los que parten
prolongaciones radiales. El citoplasma de estas células tiene numerosos filamentos
intermedios constituidos por la proteina gliofibrilar 4cida (GFAP), lo que permite
ponerlos de manifiesto cuando se utilizan anticuerpos frente a la GFAP 2%, Los astrocitos
también ejercen un papel de soporte estructural y estan implicados en la modulacion de
la actividad neuronal en la retina. Su distribucion no es uniforme a lo largo de la retina,
con una mayor densidad en la region del nervio optico, donde se distribuyen siguiendo la
red vascular y son parte integrante de la barrera hemato-retiniana 2°!. Su morfologia
cambia segun su localizacidén, de manera que pasan de ser muy elongados a nivel de la
retina central a una morfologia estrellada a nivel de la retina periférica. No existen

astrocitos a nivel de la fovea avascular ni de la ora serrata 204206,

2.6.2.2 Microglia

Las células microgliales son los monocitos residentes del SNC, incluyendo la retina. La
microglia tiene como funciodn principal en el SNC la continua vigilancia del parénquima
nervioso para la limpieza del tejido, asi como la limitacion de las consecuencias

neurodegenerativas que provocan las condiciones de estrés 189297,

La microglia se distribuye uniformemente por toda la retina desde la zona central hasta la
periferia. Se encuentra en las capas CFNR-CCG, CPI y CPE. La mayor parte de la
microglia presenta una morfologia ramificada. En general, la microglia tiene soma
pequeio ovoidal o triangular de la cual salen varios procesos primarios que
posteriormente se dividen para formar los secundarios. En las capas CFNR-CCG, CPl y
CPE, los somas y procesos de la microglia ramificada se disponen paralelamente a la
superficie de la retina. En las capas plexiformes, la microglia ramificada se distribuye en

forma de mosaico, sin superposicion entre las células vecinas 2%,
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En general, la microglia se pueden dividir en dos fenotipos, en reposo y reactivo,
dependiendo de la situacion del microambiente circundante. Las células microgliales en
reposo monitorean constantemente el parénquima y, en respuesta a las condiciones de
estrés, adoptan un fenotipo reactivo, caracterizado por alteraciones de la morfologia
celular, cambios en la estructura de los procesos celulares, cambios de la distribucion de
la microglia en el tejido, caracteristicas migratorias, proliferacion, expresion de varios
factores de crecimiento y citoquinas, o capacidad fagocitica 2%, Asimismo, la microglia
puede actuar como célula presentadora de antigenos por la sobreexpresion de MHC-II 12,
Esta capacidad va a controlar la transicion desde una inmunidad innata a una inmunidad

adaptativa 299219,

En la EA, el estudio de la microglia se ha centrado principalmente en el cerebro debido a
que no se conocia la relacion con otras estructuras del SNC, como es el ojo. En el cerebro
de los modelos animales con EA, la microglia inicialmente reacciona contra el dafio
neuronal tratando de resolver la inflamacidén, mostrando un fenotipo antiinflamatorio;
luego, durante la progresion de la enfermedad, la microglia adquiere y permanece en un
fenotipo proinflamatorio caracterizado, entre otros, por la produccion de especies

reactivas de oxigeno y nitrégeno, que provocan la muerte neuronal 2!,

En los cerebros de pacientes con EA la microglia reactiva rodea los depositos de AP y
contribuyen a la limpieza de estos depositos. Esta microglia también esta asociada a la
liberacion de citokinas proinflamatorias cuando la enfermedad progresa, asi como a los

procesos de prunning sinaptico 2!,

2.6.3 La via visual

La informacion visual recogida por los fotorreceptores (bastones, sensibles al contraste,
y conos, sensibles al color) pasa a través CPI de la retina (células bipolares, horizontales

y amacrinas) hacia la CCG (células enanas, parasol, y biestratificadas) 2!* (Figura 25).
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Figura 25. Organizacion de los circuitos de la retina. Los fotorreceptores bastén (R) y cono (C)
tienen los cuerpos celulares (CB) en la capa nuclear externa y extienden los segmentos
internos (IS), que contienen el mecanismo metabdlico, y los segmentos externos (0S), que se
asocian con las células del epitelio pigmentario de la retina (RPE). Los axones de los
fotorreceptores terminan en la capa plexiforme externa y hacen sinapsis con las células
horizontal (H) y bipolares (B) en la capa nuclear interna, que también contiene Glia de Miiller
(M) y células amacrinas (A). Las células bipolares transmiten sefiales a las células amacrinas y
ganglionares (G) a través de las sinapsis en la capa plexiforme interna. Los axones de las células
ganglionares proyectan hacia la cabeza del nervio éptico y llevan sefiales al cerebro. Los pies
terminales de la glia Miller forman las membranas limitantes externas e internas. Estan
representados un campo receptor de un cono en azul y de un bastén en naranja. Tomado de
Swaroop, 2010 214,

La disposicion de estos tres tipos distintos de CGR forma diferentes campos receptores,
que ayudan en la segregacion y la codificacion de la informacion visual 2!°. Estas CGR a
continuacion se proyectan a través de distintas vias (Parvocelular, Magnocelular, y
Koniocellular) hacia la region sub-cortical del NGL y también sobre el 4rea cortical V1
215217 1.a via P recibe la informacién del color y de la forma desde las células enanas, la
via K recibe informacién de color oponente azul-on/amarillo-off desde las células
biestratificadas y la via M lleva la informacién de luminancia y de movimiento a partir
de las células parasol. La informacion visual que ha sido por lo tanto segregada en V1, se

proyecta hacia la region de procesamiento V2 213218219 (Figura 26).

El color y la orientacion y la informacion de frecuencia espacial siguen ventralmente a
través de V2 y V4. Esta via continia a la corteza temporal inferior, donde
progresivamente, se llevan a cabo aspectos mas complejos del procesamiento visual de

objetos, tales como la percepcion de caras. Un proceso ascendente de informacion del
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movimiento y de la localizacion sigue una via dorsal a través de V2 y V3. El area dorsal
de V3 parece estar especializada en la deteccion del movimiento global 222!, V5 esta
especializada en el movimiento local 222, La via dorsal contintia hacia la corteza parietal
posterior, donde se llevan a cabo los aspectos complejos de la percepcion del espacio,
como la percepcion de los detalles de una escena como una percepcion integrada 22!

(Figura 26).
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Figura 26. Posibles funciones mediadas por las dos vias que conectan los centros de
procesamiento visual en la corteza cerebral. Los iconos representan las propiedades
fisioldgicas sobresalientes de las células en estas areas. En la parte superior es la via que se
extiende a la corteza parietal posterior, que se cree que esta particularmente involucrada en el
procesamiento del movimiento, la profundidad y la informacidn espacial. En la parte inferior
esta la via a la corteza temporal inferior, que esta mas dedicado a la percepcion de la formay
el color. Estas dos vias corticales son las vias P y M de la retina. (MT = media temporal; LGN =
nucleo geniculado lateral). Tomado de Van Essen et al., 1994 223,

La EA puede afectar a diferentes aspectos del procesamiento visual, en consonancia con
el impacto de la enfermedad en las regiones dorsales y ventrales. Los pacientes que tienen

danada la region dorsal tienen afectadas funciones como la discriminacion angular y la

224-227

percepcion del movimiento , ¥ silo que esta dafado es la region ventral, se produce

un deterioro en la discriminacion de caras, colores y formas 228239,

75



76

INTRODUCCION

2.6.4 Manifestaciones oculares en desordenes del SNC

Debido a que el ojo es una extension del cerebro, buscar manifestaciones oculares en
patologias cerebrales parece razonable. De hecho, se han detectado varios cambios
oculares, que se han caracterizado a través de evaluaciones oftalmologicas en pacientes
con trastornos del SNC tales como EA, ictus, esclerosis multiple (EM) y enfermedad de
Parkinson (EP). Aunque algunas manifestaciones oculares no son especificas de una
enfermedad en particular y su existencia hace hincapi¢ en el fuerte vinculo entre la retina
y el cerebro. Ademas, en muchos de estos trastornos, las manifestaciones oculares
preceden a menudo a los sintomas cerebrales, lo que parece indicar que las exploraciones

oculares podrian ofrecer un medio de diagndstico precoz '*>.

2.6.4.1 Ictus

Los estudios prospectivos han demostrado que las anomalias microvasculares retinianas,
incluyendo: la formacion de cruces arteriovenosos, las hemorragias y el estrechamiento
arteriolar, podrian predecir el riesgo de cambios isquémicos cerebrales (tales como
infartos cerebrales y lesiones en la sustancia blanca), y de ictus *!"2** Ademas, la
presencia de cruces arteriovenosos en la retina estaba vinculada a un mayor riesgo de
infarto cerebral, especialmente cuando tales anomalias retinianas se asociaron con
lesiones en la materia blanca cerebral, una caracteristica que suele ser predictiva de ictus
B1-234 Mas alld de estos estudios prospectivos, los estudios de los ojos en modelos
animales han puesto de manifiesto que el accidente cerebrovascular se asocia con el
deterioro funcional de la retina, incluyendo adelgazamiento de las capas de la retina,
gliosis reactiva, aumento de la expresion de genes asociados con la lesion celular,
suministro restringido de oxigeno, fragmentacion del ADN, y neurodegeneracion del

nervio optico (Figura 27a) 2%,

Las manifestaciones oculares son de esperar en el accidente cerebrovascular, debido a
que los pequenos vasos de la retina y del cerebro tienen origenes embriologicos,
caracteristicas anatémicas y propiedades fisioldgicas similares 23237, La disfuncion de la
barrera hematoencefalica y de la barrera hematorretiniana se sospecha que tienen un papel

central en el desarrollo de la microangiopatia cerebral y retiniana, respectivamente
155,173,238
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Es importante destacar que, mientras que la rotura de la barreta hemato-encefalica
normalmente permanece sin ser detectada hasta que se ha producido un marcado edema
vasogénico y el consecuente dafo cerebral, los cambios en la vascularizacion de la retina
pueden ser visualizados en el proceso temprano de la enfermedad, y de una manera directa

y no invasiva en el estudio del fondo de ojo 2*!.

2.6.4.2 Esclerosis multiple

En la EM la disfuncién visual es una de las principales causas de discapacidad. La pérdida
visual es un sintoma que se presenta hasta en el 50 % de los pacientes con EM,
desarrollandose cierto grado de discapacidad visual a lo largo del curso de la enfermedad

en la mayoria de los casos 239241,

No es sorprendente que la EM se relacione con la patologia ocular dado que los
componentes de la mielina, los cuales son esenciales tanto en el cerebro como en la via
visual, son los principales objetivos del dano autoinmune en la EM. Los defectos visuales
son normalmente el resultado de la desmielinizacion de los axones a lo largo de la via
visual 2*2. Se ha comprobado que zonas internas de la retina, que no estan asociadas a la
mielina, también se ven afectadas en la EM, lo que sugiere que la respuesta autoinmune

se dirige también contra otros antigenos en el ojo >*.

La neuritis Optica retrobulbar, una neuropatia Optica inflamatoria asociada con
desmielinizacion y degeneracion de las CGR, se diagnostica en el 75 % de los pacientes
con EM, y a menudo es el primer sintoma que se presenta en esta enfermedad 24224424,
Es importante destacar que los déficits visuales en EM también ocurren en pacientes sin

un diagnoéstico de neuritis Optica. Diversos estudios han observado que, aunque los

246-248

valores de la AV no se vean alteradas , un descenso en la SC se produce en estos

246,248 248,249
2

pacientes , asi como la CFNR es mas delgada que en los individuos sanos

250-254

ocurriendo la disminucion de esta capa tanto a nivel peripapilar como a nivel

macular 223323 (Figura 27b). Por otra parte, en los pacientes con EM, la disminucion
de espesor de la CFNR se correlaciona directamente con la progresion del deterioro

neurolégico y con duracion de la enfermedad 2%,
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2.6.4.3 Enfermedad de Parkinson

La EP es un trastorno neurodegenerativo créonico que se asocia principalmente con
disfuncion motora, pero también implica sintomas no motores que pueden incluir déficits
visuales. Tales deficiencias pueden manifestarse como disminucion de la SC 23627,

) 256

alteracion en la vision del color (primeramente se ve alterado el eje tritan) “°°, y respuestas

anormales en las pruebas electrofisiologicas 23¢2%7.

Las retinas de los pacientes con EP presentan alteracion de los fotorreceptores y CGR, asi

como un deterioro morfologico del plexo dopaminérgico perifoveal 2%

con
adelgazamiento de la CFNR 2°7-2%-262_ De acuerdo con la hipétesis de que la enfermedad
es consecuencia de un desequilibrio de la dopamina, parece que los déficits visuales en la
EP también serian causados por un déficit dopaminérgico, dando como resultado una
reduccion de expresion de la tirosina hidroxilasa, enzima que limita la velocidad en la

sintesis de dopamina (Figura 27¢) 2%. De hecho, algunos de los déficits visuales que

presentan los pacientes con EP pueden mejorar mediante el tratamiento con levodopa 2%,
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Figura 27. Manifestaciones oculares en enfermedades neurodegenerativas. Principales
trastornos del SNC que presentan manifestaciones oculares que reflejan el estado del cerebro
y, a menudo, preceden al diagndstico convencional. A. Accidente cerebrovascular. B. Esclerosis
multiple. C. Enfermedad de Parkinson. D. Enfermedad de Alzheimer. Abreviaturas: AB, B-
amiloide; p-tau, tau fosforilada; EA, Enfermedad de Alzheimer; EP, Enfermedad de Parkinson;

CFNR, capa de fibras nerviosa de retina; CGR, células ganglionares de retina; SN, substancia
nigra. Modificado de London et al., 2013 >,
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2.6.4.4 Enfermedad de Alzheimer

Las primeras anomalias en el sistema visual en la EA fueron observadas en la década de
los 70, e inicialmente fueron consideradas estrictamente como una disfuncion a nivel
cortical. Los estudios, a lo largo de los ultimos 20 afios, han revelado que todas las partes
del sistema visual podrian estar afectadas, incluyendo el nervio 6ptico y la retina (Figura
27d). Algunos aspectos de esta implicacion todavia no se entienden bien y estan siendo
sujeto de investigaciones recientes. En esta patologia se han observado cambios
anatomicos a lo largo de toda la via visual y sus correspondientes cambios funcionales,
que se han analizado mediante procedimientos psicofisicos. A continuacion, se describe
en los siguientes apartados los cambios observados en los tltimos 20 afios en la EA tanto

en la via visual como en su procesamiento.

2.7Fisiopatologia de la EA en la via visual en humanos y

modelos experimentales de EA.

Los cambios en el sistema visual asociados con la EA, han sido de interés en la comunidad
cientifica a lo largo de muchos afios con extensas revisiones disponibles, centradas en
diferentes aspectos del problema !24155:265-295 Todas estas evidencias dan énfasis a que
los cambios visuales pueden ayudar en la practica médica a la evaluacion de este tipo de
pacientes e incluso aportar un valor predictivo, llegando a considerarse potencialmente

herramientas para el diagnostico.

Se han mostrado notables similitudes entre la EA y otras patologias neurodegenerativas

296298 Todas comparten caracteristicas biologicas comunes: son enfermedades

neurodegenerativas lentas relacionadas intimamente con el envejecimiento, tienen

mecanismos similares de lesion celular y de depositos proteicos en areas anatomicas

especificas 2°3%; y en ellas ocurre la muerte en una o mds poblaciones neuronales

(neuronas del hipocampo y de la corteza en EA) **2. Aunque el mecanismo exacto que

provoca esta muerte neuronal no es conocido, estas patologias neurodegenerativas

parecen compartir mecanismos patogénicos, los cuales incluyen estrés oxidativo 3%,

307

1 304306 alteraciones del sistema ubiquitina-proteosoma 37,

disfuncién mitocondria

308,309

acumulacion de proteinas mal plegadas, excitotoxicidad por glutamato y activacion
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glial 319311 Estos mecanismos pueden actuar de forma individual o de manera sinérgica
292,301

2.7.1 Cristalino y humor vitreo y acuoso en la EA

Los depositos de AP en el cerebro son un referente patologico de EA. Ademas de en las
capas retinianas, los estudios sugieren que el AP también se acumula en los fluidos
oculares '23!4, Prakasam et al., mostraron que los niveles de APP soluble son més altos
en el vitreo en comparacion con el humor acuoso y que el AB4> era un 50% mas bajo en
el humor acuoso que vitreo, sugiriendo un movimiento libre de AP entre la cavidad
posterior y anterior >, También se ha encontrado que la concentracion de AB en el humor
acuoso es comparable con la que se encuentra en el cortex cerebral y en el fluido
cerebroespinal y han sido identificados en el cristalino de humanos los depositos de A4z
y APao 2. También se ha descubierto recientemente que hay un aumento de los dep6sitos
de AP en las fibras supranucleares del cristalino lo cual puede tener relacion con las
cataratas supranucleares ecuatoriales encontradas con mas prevalencia en estos pacientes
315 Por otro lado el estudio de Bei et al. determind que la medida del grado de cataratas
o de opacidad del cristalino era poco probable que proporcionara una medida no invasiva

del riesgo de desarrollar una demencia de tipo Alzheimer 31°.

2.7.2 Retinaenla EA

2.7.2.1 Células ganglionares de la retina en la EA

Las CGR son las ultimas neuronas dentro de la via vertical de sefalizacion retiniana. Se
encuentran situadas mayoritariamente en la CCG y sus axones constituyen el nervio
optico, a través del cual viaja el impulso nervioso hacia el CGL y posteriormente al

cerebro.

Un 44% de los nucleos situados en la CCG de la retina corresponden a las CGR, mientras

que el resto corresponden a somas de otras células desplazadas a esta capa 3'7.

Los primeros estudios histopatologicos realizados en retinas humanas de cadaveres de
enfermos con EA fueron realizados en la década de los 80. En ellos el equipo de Hinton

et al. 38 examino 4 ojos de pacientes con EA, encontrando una pérdida de nimero de
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CGR, aunque no proporcionaba valores numéricos en sus resultados. Sin embargo, Curcio
etal. 3" en sus estudios no encontré diferencias significativas en el nimero de CGR entre

el grupo con EA y los controles pareados por edad.

Blanks et al. *2*32! 3 mediados de la década de los 90 ampli6 las observaciones iniciales
de Hinton et al., comparando el nimero de CGR entre 12 retinas de 9 pacientes post-
mortem con EA severa y 15 retinas de 12 controles pareados por edad. En estos estudios
se encontrd que existia un descenso de un 25% del numero de CGR y un aumento de la

ratio de astrocitos por neurona de un 82% en la retina.

Por otra parte, estudios realizados en ratones transgénicos (TgF344-AD) no observaron

una diferencia significativa en el nimero de CGR comparado con los controles 2223,

Hasta la fecha todos los estudios histopatolégicos llevados a cabo implican un nimero
relativamente pequefio de sujetos y por lo tanto seria recomendable que se llevaran a cabo

mas estudios con mayor nimero de sujetos para ratificar la disminucion de CGR en EA.

La presencia de placas de AP en la CCG puede explicar la degeneracion de las
ganglionares durante la EA 38324, De hecho, se ha demostrado que la mayoria de las
placas de AP presentes en la retina se encuentran en la CCG . Los depdsitos de AB
tienen un efecto neurotoxico sobre las CGR, ya que existen estudios que muestran que la
inyeccion intravitrea de AP en ratones induce una apoptosis de las ganglionares
significativa, dependiente de la dosis y del tiempo *?°. El mismo estudio fue capaz de
demostrar una co-localizacion del AP y células apoptéticas en la CCG. Hay evidencias
que sugieren que la expresion de AP es mayor en la retina central que en la periférica en

un modelo de EA 3?7,

Mas recientemente, algunos autores han estudiado las células ganglionares de la retina
melanopsinicas (CGRm) en las retinas de pacientes con Alzheimer 2%, Estas células
representan una subpoblacion de las CGR (entre 1-2%) y son intrinsecamente
fotosensibles debido a la expresion del fotopigmento melanopsina que es mas sensible a
la longitud de onda corta 2#¢3%°, Las CGRm son las encargadas de enviar la informacion
de la luz ambiente al cerebro a través de la via neuronal monosinéptica, conocida como

33

tracto retinohipotaldmico *°, que se proyecta hacia el nucleo supraquiasmatico del

hipotalamo **!¥32, La pérdida de las CGRm se ha descrito que ocurre relacionada con la

335

edad 333 en enfermedades como el glaucoma **° y en la EA sugiriéndose que la
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disfuncion del ciclo circadiano en estos pacientes puede estar causada por la pérdida de
estas células 3*%*7. De hecho, la presencia de disfuncion del ritmo circadiano en estadios
tempranos de la EA puede ser un factor predictivo de peor pronostico en pacientes con
EA 3%, Ademas, estas neuronas son mas sensibles que las CGR a los mecanismos
neuropatoldgicos ya que se ha visto que existe una pérdida significativa de CGRm en EA
aun cuando el contaje de CGR es normal 328, También se ha visto que el declive cognitivo
y la alteracion del ritmo circadiano no progresan a la misma velocidad en los pacientes

con EA 286,338.

En los pacientes con EA, al realizar una evaluacion cualitativa en secciones de retina a
microscopia Optica, se ha observado que los somas de las CGRm son mas pequefios y con
dendritas mas finas, lo que podria causar un posible empeoramiento de su funcién. En los
cuerpos celulares aparece un mancheado en forma de “parche” y en las dendritas una

“atenuacion focal” 328,

A pesar de que la inmunoreactividad de las CGRm en las retinas de pacientes con EA
tenia una distribucion similar a los controles y estaban situadas entre la capa de células
ganglionares y la capa limitante interna, la densidad de CGRm estaba reducida en las

retinas de EA 328,

Curiosamente la densidad de CGRm y el contaje axonal no tienen una correlacion ni con
la duracion de la patologia, ni con la puntuacion de MMSE, ni con la severidad de la

enfermedad 323,

Oliveira-Souza en 2017, realizé un estudio mediante técnicas de inmunohistoquimica y
de PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction) en ratones triple transgénicos Tg-SwDI
en el cual determind que existian alteraciones en la retina de este modelo animal similares
a las ocurridas en el cerebro **°. Estos autores encontraron que habia una disminucion
significativa en el nimero total de células presentes en la CCG en los ratones jovenes y
de mediana edad con EA; y que en la CNI y CNE el descenso era solo evidente para los
ratones jovenes. También observaron que se producia una astrogliosis en la CFNR en los
ratones de mediana edad y los ancianos. En los ratones Tg-SwDI, la pérdida especifica
de las neuronas colinérgicas en la CCG de la retina de los ratones con mediana edad
ocurria después de la pérdida de las no colinérgicas. Los autores postulaban que todos

estos cambios podrian ser responsables, en parte, de los déficits visuales que ocurren en
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la EA debido a que la acetilcolina es esencial en el procesamiento visual en las retinas

sanas 33,

2.7.2.2 La glia retiniana en la EA

El papel de la glia en la EA se ha estudiado ampliamente en la patologia a nivel cerebral,
aunque en la patologia de la retina no existen tantos estudios, sobre todo a nivel

microglial.

La atrofia astroglial se postula como una parte importante en la patogénesis de la EA.
Primeramente, la atrofia de los astrocitos reduce la cobertura sinaptica que afecta a la
transmision sindptica y a la homeostasis de los neurotransmisores **°. En segundo lugar,
esta atrofia provoca una disfunciéon de la unidad glio-vascular contribuyendo al
componente vascular de la EA. En tercer lugar, estos astrocitos malfuncionantes pueden
perjudicar el soporte metabdlico neuronal, que de hecho se observa generalmente en la
EA 3*! (Figura 28). Todos estos cambios hacen que la transmision sinaptica esté debilitada
y afectan a la plasticidad sindptica y son por lo tanto responsables del inicio del deterioro
cognitivo observado en las etapas tempranas de la EA *!°. Los astrocitos reactivos
acumulados alrededor de las placas amiloides son una caracteristica histopatologica muy
conocida de la EA vy, en el pasado, a menudo se los consideraba un componente de la
respuesta neuroinflamatoria neurotéxica ***3%. Esporadicamente, en cortes cerebrales de
un modelo de ratén con EA, también se demostrod que los astrocitos degradan las placas

de AP ** ralentizando la progresion de la EA 31°,
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Figura 28. Respuesta glial en el cerebro en la Enfermedad de Alzheimer.

Se conoce que en el cerebro la microglia activada junto con las inmunoglobulinas y los
componentes del complemento estan estrechamente relacionados con los depositos de A3

en los cerebros de los pacientes con EA y en modelos de raton con EA 3453%0,

La microglia cerebral activada en la EA muestra un aumento de la proliferacion 331352

y
un aumento de la expresion de marcadores inflamatorios tales como CD36, CD14,

CD11c, MHC-II e iNOS 3333%*_asi como marcadores del fenotipo M1 3°,

En el cerebro, la propagacion trans-sindptica de la proteina tau se produce a través de las
sinapsis. Sin embargo, la microglia también estd implicada en la diseminacion de los
agregados tau a través de la endocitosis (a través de la fagocitosis) y la exocitosis (a través
de los exosomas) en una via de transmision no sindptica >3°. Ademas, la microglia puede
contribuir indirectamente a la muerte neuronal a través de la regulacion de los astrocitos
vecinos. Los factores inmunes derivados de la microglia pueden inducir un fenotipo de
astrocito llamado A1, que contribuye a la muerte neuronal a través de un soporte troéfico

reducido, una capacidad de limpieza alterada y a la liberacion de toxinas **¢ (Figura 28).
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En la patogénesis de la EA, la activacién de la microglia en el cerebro puede jugar un
papel doble: por un lado, la activacion microglial aguda conduce a una disminucion de
AP al aumentar la fagocitosis. Por el contrario, la activacion cronica de la microglia
contribuye a la neurotoxicidad y la pérdida de sinapsis desencadenando varias cascadas

proinflamatorias 3.

Respecto a los estudios realizados en las retinas de modelo de raton transgénico de EA se
ha encontrado que hay una sobre-regulacion de la inflamaciéon (evidenciada por la
activacion astroglial y microglial) en relaciéon con las placas de AP 27?2, Ning et al.
observaron que existia un incremento relacionado con la edad de depositos AP en la retina
del modelo de ratones dobles transgénicos APPswe/PS11E9. Este incremento fue
acompafiado por incrementos en la expresion de la citoquina inflamatoria MCP-1, el
marcador microglial F4/80, y la presencia de células TUNEL-positivas en la CCG 7.
También ha sido sugerido que los depositos de A en la retina tienen un papel importante
en los procesos de inflamacidon y neurodegeneracion de la EA. En el mismo modelo
transgénico, Pérez et al. observaron una actividad microglial significativamente mayor
que en los controles **®, postulando que dicha activacién microglial podria ocurrir en
tiempos tempranos en la retina estando implicada en la eliminacion de los depositos AP.
Ademéds, la microglia activada podria desencadenar una respuesta neuroinflamatoria,
contribuyendo a una desorganizacion de la retina, como han demostrado las alteraciones
funcionales del electrorretinograma (ERG) de los pacientes de EA 3. Esta respuesta
neuroinflamatoria asociada con placas de AP y proteina tau fosforilada (pTau), también
se ha observado en ratones Tg2576 AD. En estos animales, hubo un aumento significativo
en las células Iba-1 (marcador microglial) y un aumento en la inmunoreactividad GFAP
(marcador de astrocitos) **. La vacunacién con el antigeno de oligdmero AP redujo los
depositos en la retina de los animales transgénicos. Sin embargo, los depositos de A
microvasculares, asi como la infiltracién microglial y astrogliosis, se incrementaron y se

asociaron con la interrupcion de la arquitectura de la retina 3%,

Otros estudios apoyan la participacion de la neuroinflamacion en la progresion de la EA.
Estos estudios analizaron el papel del complemento en esta enfermedad 2’*. Se han
encontrado déficits en la expresion del gen del factor H del complemento (CFH) asociado
con aumentos significativos de péptidos APs en cerebros y retinas de modelos
transgénicos de EA *%°. E1 CFH funciona como un cofactor en la inactivacién de C3b en

la via alternativa del complemento, y por lo tanto, niveles bajos de CFH provocan la
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activacion del complemento, desencadenando inflamacion en la retina y en el cerebro ¢!
En el modelo de rata transgénica (TgF344-AD) también se ha observado, que junto con
los depdsitos de AP, existe un reclutamiento microglial y una activacion del complemento

en asociacion con una disminucion en la funcién visual 322,

2.7.2.3 Placas de amiloide y ovillos neurofibrilares.

El gen de la APP localizado en el cromosoma 21g21 esté altamente expresado en las CGR
y en el EPR ¥236% L as mutaciones en la codificacion de la APP y también de la enzima
presenilina promueven la produccioén de A a través del complejo de la y-secretasa ¢4,
Ademas, las CGR y el EPR expresan y-secretasa que las hace altamente susceptibles de

sintetizar y secretar AP 314:362.363.363-367

Los primeros intentos fallidos de observar placas de amiloide, anillos neurofibrilares o
angiopatia vascular en la retina fueron realizados en 1989 por Blanks et al. 3%, sin
embargo a pesar de no encontrar estos signos tipicos de la EA, estos autores revelaron en
sus hallazgos varios niveles de degeneracion en las CGR correlacionados con el grado de
afectacion del paciente. Posteriormente, otro trabajo tampoco encontré depositos de A
en la retina sugiriendo que quizés no se deposita de igual manera que en el cerebro o su

analisis se debe hacer con técnicas distintas a las empleadas en el cerebro 3233,

En 2003, Goldstein et al. *'? identifico A en el citosol de las células de las fibras del
cristalino en pacientes con EA, siendo observado posteriormente por otros trabajos 737!,
Este AP puede fomentar la agregacion de las proteinas en una region especifica dando
lugar a cataratas supranucleares en la EA. En contraste con estos resultados otro trabajo

no encontrd inmunoreactividad AP en el cristalino de pacientes con EA 36372,

En los ultimos afios se ha observado, en un modelo de EA en ratones transgénicos dobles
APP/PS1, que existen depositos de AP **>2%7 y acimulo de tau hiperfosforilada en las
retinas ancianas de estos animales 37>*7* Estas placas de AP se han identificado,
dispuestas mayoritariamente desde la CCG a la CPI, localizandose algunas en la CNE, en
la capa de los segmentos externos de los fotorreceptores y en el nervio éptico 32°. Con
técnicas inmunohistoquimicas se ha observado que estos depositos estan acompanados
por un aumento de la inmunorreactividad MCP-1 (+) y F4/80 (+) en la CCG, por lo que
estos resultados sugieren que los depositos de AP causan una neurodegeneracion en la

retina de estos ratones, apoyado ademas por la presencia del TUNEL + en esta capa, por
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lo que hay evidencia histologica de apoptosis en la capa de CCG en este modelo de EA

357 (Figura 29).
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Figura 29. Representacion esquematica de los eventos asociados con la patologia de
la Enfermedad de Alzheimer en la retina. Modificada de Ramirez et al., 2017 2.

En 2009 se probo6 una vacuna de AP en estos animales de experimentacion observandose
una reducciéon de los depositos, sin embargo, a pesar de este hallazgo, se producia un
marcado aumento de los depositos de AP microvasculares, asi como una
neuroinflamacion local manifestandose ésta por una infiltracion microglial y una

astrogliosis relacionada con la disrupcion de la organizacion de la retina 32°.

Estudios realizados post-mortem en retinas humanas, confirman la presencia de placas de
AP en pacientes con EA 322328375376 Egtag placas son comparables con los informes
neuropatoldgicos de los mismos pacientes en los que se identificaban presencia de placas
de AP dispersas por la corteza occipital >?®. Los depositos de AP encontrados fueron de
diferente tamafio y de forma redondeada situados con més prevalencia en las areas

perimacular y perivascular tanto en pacientes con EA como en aquellos que tenian un

DCL 322,328,377

En el estudio de La Morgia et al. describen que los depdsitos de AP se encontraban
alrededor de CGRm degeneradas sugiriendo que el AP es toxico para las células de la

retina 328376, Estos depdsitos se encuentran frecuentemente formando racimos y a mayor
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magnificacion se revela una morfologia diversa de los depdsitos *2%. Al igual que en el
cerebro, en la retina se encuentran las placas con “estructura clasica”, donde hay un
nucleo central de AP en la que irradian unos brazos fibrilares, asi como otras placas
“compactas’” compuestas por multiples depositos de AP de nucleo denso y aparentemente
sin fibrillas que irradien de ellos 328, El estudio ultraestructural de las placas de AP en la
retina ha revelado un nucleo central amiloide denso, con y sin radiacion de brazos

fibrilares, fibrillas, protofibrillas y otros tipos de depdsitos AP 376,

Estos estudio se correlacionan con los realizados por Koronyo et al. en retinas humanas
post mortem donde ademas han observado que los pacientes con EA presentan 4,7 veces
mas placas de AP que los controles, en las capas mas internas de la retina 37°. Estos
depositos de AP observados en la retina se ha visto que tienen una morfologia similar a
la del cerebro pero de un didmetro entre 6 y 7 veces menor de media *’®. Los depdsitos
de AP suelen aparecer mas frecuentemente en la periferia del cuadrante superior y
asociado a los vasos sanguineos, sobre todo en la CCG *’®. Algunas neuronas de las capas
mas internas de la retina muestran una morfologia parecida a los ovillos neurofibrilares,
agregados de proteinas intracelulares citoplasmaticas y especificamente en la CCG con
aparicion de placas neuriticas *’®. Alrededor de las acumulaciones de A se ha visto que
existe una marcada pérdida de células en la retina en la CCG, CP1 y CPE en los pacientes
con EA. De hecho, ha sido encontrado una alteracion en la tincioén Nissl en la CCG, CNI
y CNE sugiriendo una cromatolisis que podria asociarse con una degeneracion neuronal
376 La APs2 encontrada en la retina tenia una asociacion lineal positiva significativa,
especialmente en la corteza entorrinal y en el cortex visual primario 3. Mas interesante
aun, fue la demostracion de que la deposicion de AP en la retina precede a la del cerebro

(2,5 meses frente a 5 meses) en el modelo experimental de raton APP/PS1 37

En pacientes in vivo mediante una técnica modificada de OCT tras la administracion oral
de curcuma se ha demostrado que pueden ser observadas las placas de AP en la retina de
pacientes con EA, mientras que, tanto en los controles como en los pacientes con
demencia vascular el nimero de depositos era significativamente menor. En los pacientes
con EA la densidad de estas placas era 2,1 veces mayor que la que tenian los controles y
no se correlacionaba con la puntuacion de MMSE. La mayor densidad de depoésitos se
encontrd en los cuadrantes supero-temporal e infero-temporal y en forma de racimos
acompafiando los vasos sanguineos al igual que lo encontrado por La Morgia et al. 37,

Un analisis a mayor magnificacion de las imagenes de AP obtenidas con la OCT
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demostraba que tanto el EPR como la membrana de Bruch estaban intactos y los depdsitos
de B-amiloide-curcuma se encontraban justo por encima del EPR en las capas mas
externas de la retina *’. Estos depositos también se han observado situados en la CPE y

en capas mas internas como la CCG y en la CFNR 377,

Campbell et al. también consiguieron detectar las placas de AP en la retina humana
observando sus propiedades de polarizacion, postulandolo como un nuevo método

diagnostico 378,

Con la mayoria de los estudios centrados en la deteccion del AP en la retina, solo hay
unos pocos estudios centrados en la visualizacién de la patologia tau en la retina 3277
existiendo solo un estudio de imagenes de tau fibrilar in vivo en ratones transgénicos que
expresan la proteina humana P301S *7*, donde los autores fueron capaces de demostrar
un numero creciente de células tau-fibrilares positivas, entre las edades de 2 y 5 meses en

estos ratones.

2.7.2.4 Angiopatia amiloidea en la retina de la EA

La angiopatia amiloidea cerebral, presente en el 90% de los pacientes con EA, es una
patologia vascular en la que los agregados de AP reemplazan una cantidad significante
de la musculatura lisa contractil de las paredes de las arteriolas **. Esta pérdida de células
musculares lisas altera el normal funcionamiento de la unidad neurovascular con una
regulacion del flujo sanguineo local empeorada debido a una pérdida de la
contractibilidad vascular y una oclusion parcial en las ateriolas distales mas pequefias
debido a los agregados de AP *¥! dando lugar a cambios de la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica **2%%3, Estos cambios se han visto asociados a un descenso de la
densidad vascular, disminucion del espesor vascular y del flujo sanguineo en el cerebro
3% En el cerebro, los depositos vasculares de AP tienen afinidad por las arteriolas

383,385-387

cerebrales y por las arterias de mediano y pequeio calibre y, de hecho, han sido

reconocidos como uno de los signos patologicos mas tempranos en el desarrollo de la

enfermedad %%,

Se ha especulado que los cambios vasculares de la retina comparten mecanismos

patogénicos similares a los cambios en los vasos cerebrales de los pacientes con EA

236293.383.390-392 pyydiendo ser usados estos cambios para el estudio y seguimiento de las
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enfermedades del SNC debido a las similitudes entre la red vascular cerebral y retiniana
236,393

2.7.2.5 Vascularizacion y flujo sanguineo retiniano en la EA

Hasta el momento hay pocos estudios que hayan investigado en este campo. En 2007,

Berisha et al. 3%

estudio la vascularizacion de la retina y el flujo sanguineo en los
pacientes con EA. Para ello utilizaron un laser Doppler en 9 pacientes con probable EA
leve (n=6) y moderada (n=3) y 8 controles pareados por edad, detectindose en los
pacientes con EA un estrechamiento significativo del diametro de las venas de retina y
una disminucion del flujo sanguineo con respecto a los controles de edad. Estos resultados
concuerdan por los publicados por Feke et al. en 2015 donde al analizar mediante Doppler
a 10 pacientes con EA, 21 con DCL y 21 controles encontraron que existia una
disminucion significativa de la columna sanguinea en los pacientes con EA con respecto
a los pacientes con DCL y los controles. Sin embargo, la velocidad de la sangre era
significativamente menor tanto en los pacientes con DCL como en los EA respecto a los
controles ***. Encontraron una correlacion directa significativa entre el flujo sanguineo
retiniano con el espesor de la CFNR peripapilar, sugiriendo que las anormalidades del
flujo sanguineo podrian preceder a las neurodegeneracion en la EA 3%, Estos hallazgos
coincidian con los de William et al. donde vieron que los pacientes con EA tenian una red
microvascular retiniana mas escasa y concluyen que la variacién microvascular retiniana

puede representar los eventos fisiopatologicos similares que tienen lugar en la

microvascularizacion cerebral de pacientes con EA 2.

Mroczkowska et al. analizaron la vascularizacion dindmica de la retina observando que
habia signos de disfuncion de la microvascularizacion que estan correlacionados con el
grado de deterioro cognitivo 3*°. Sin embargo el estudio publicado de Tsai et al. no
encontro una diferencia en la estructura vascular, ni en el calibre de los vasos retinianos

de ratones transgénicos de EA comparados con los controles 322,

Se ha observado también, que la amplitud de las pulsaciones venosas retinianas tiene una
correlacién negativa con las puntuaciones de AP neocorticales (evaluado por imagenes
de PET con florbetaben, fluor6foro que se une a las placas neuriticas de A del cerebro),
mientras que la amplitud de las pulsaciones arteriales de la retina se correlacion6

positivamente con las puntuaciones de AP neocorticales en pacientes con EA .
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En general, en las retinas de pacientes con EA los estudios han observado vasos

1 387 392,396
2

enrollados y con forma helicoidal *®’, una dilatacion y tortuosidad de las arteriolas

390,397 387,396

un estrechamiento venular , un aumento de la tortuosidad venular , alteracion

391,392

de la red microvascular **’, una disminucién de la dimension fractal vascular y una

3

disminucion del flujo sanguineo **° que estaba correlacionado con el avance de la

enfermedad %%,

Curiosamente, un estudio reciente mostroé que la angiopatia amiloidea ocurre en la retina
antes del cerebro en ratones TgAPP/PS1, sugiriendo que en pacientes con EA, también

se pueden detectar depositos de AP en la retina antes que en el cerebro *%,

En los ultimos afios, gracias a las nuevas técnicas de diagndstico por imagen se han
realizado algunos estudios en la medida de la red capilar de la retina in vivo mediante

OCTA que seran analizados detalladamente en otro capitulo.

2.7.3 Coroides en la EA

La fisiopatologia de la EA tiene como -caracteristicas principales los depdsitos
extracelulares de AP e intracelulares de proteina tau. Estos depositos coexisten junto con
numerosos cambios estructurales y funcionales de la red capilar. Todos estos cambios de
la red vascular, se cree que son los responsables de que no se produzca una correcta
limpieza del AP del tejido y que conduzca al estrés oxidativo y a la neurotoxicidad, que

precede la aparicion de la EA 3%,

De acuerdo con los estudios histologicos, el espesor de la coroides subfoveal humana es
de aproximadamente 194 um en el nacimiento y disminuye hasta las 83 um a la edad de
90 afios ’!. Gracias al progreso de la OCT, en los ultimos tiempos se ha podido estudiar
el espesor de la coroides in vivo en pacientes con EA leve-moderada encontrandose en la
coroides un adelgazamiento generalizado en el area foveal estadisticamente significativo
que es afadido a la disminucion fisiologica producida por el envejecimiento 322:400-403
(Figura 30 A y B), encontrandose aiin més pronunciado en las regiones temporales de la
region submacular ***. Segtin los autores, este adelgazamiento de la coroides en EA puede
estar asociado con la hipoperfusion y/o cambios atroficos de esta capa vascular. Los

mismos autores estudiaron posteriormente a estos pacientes 12 meses después

encontrando que el adelgazamiento es mas prominente en los pacientes con EA que en



INTRODUCCION

los controles mostrando que no esta ligado al proceso natural de envejecimiento ***. Los
autores postulan en este estudio que el adelgazamiento coroideo en los pacientes con EA
puede ser debido a los cambios patoldgicos provocados por los depositos locales de A
similares a los que se pueden encontrar en el sistema vascular cerebral en la EA 4%y
remarcan que probablemente estos cambios en la coroides vistos incluso en pacientes con
EA leve reflejan la importancia de los factores vasculares en su patogénesis ***. De hecho,
se ha encontrado en animales transgénicos de EA mediante técnicas de
inmunohistoquimica una frecuencia mucho mayor de hipertrofia del EPR y de células con

doble nucleo, que no fueron vistos en las retinas humanas *>? (Figura 30 C y D).

A B

RGC
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= 4= RPE

Choroid

Figura 30. Secciones de retina con tincién doble con anticuerpos contra el colageno tipo IV
(rojo) y RPE65 (verde) en ratones controles (A y C) y transgénicos (B y D). (A y B) Las cajas se
corresponden con las imagenes en grande en las cuales se observa una obvia reduccién de
espesor de la coroides en los ratones transgénicos comparados con los controles. (Cy D) Los
nucleos estan tenidos con DAPI (azul). Se observa la hipertrofia y los nicleos multiples de las
células del EPR (flechas). Barra de escala 50um. Modificado de Tsai et al, 2014 32,
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Los cambios en el espesor de la lamina cribosa en la EA también se han investigado con
hallazgos que sugieren que los niveles mayores de T-tau y P-tauigip en el liquido
cefalorraquideo estan asociados significativamente con una disminucién del espesor de

la lamina cribosa 4>,

2.7.4 Nervio optico en la EA

Debido a los resultados expuestos anteriormente de los hallazgos en la retina en los
pacientes con EA, se podria apoyar la hipétesis de la implicacion del nervio dptico en el
Alzheimer. Sin embargo, la verificacion histologica de esta hipotesis fue muy

complicada.

Hinton et al. 3'® describieron una degeneracion axonal generalizada de los nervios dpticos
de 8 de los 10 pacientes con EA que fueron analizados post-mortem. En un estudio
adicional #°® se llevo a cabo el analisis morfométrico del nervio dptico sugiriendo una
pérdida predominante de las neuronas magnocelulares que contribuyen con fibras de gran

407 se encontrd, tifiendo el

calibre. En un estudio, publicado en 2005 por Syed et al.
contorno de los axones con azul de toluidina, diferencias significativas de la densidad
axonal tanto en las zonas centrales como en las periféricas del nervio Optico en 12
pacientes con EA frente a 13 controles de edad avanzada. Cabe destacar, que este estudio
encontré una disminucion de axones de menor tamano, aquellos que tienen éareas de
seccion transversal menor de 1,99 pm? Debido a que los axones pequefios son mas
dificiles de identificar e incluir en un andlisis morfométrico, la proporcion de los axones
mas pequefios podria haber sido subestimada en alguno de los estudios anteriores,

pudiendo explicar los diferentes hallazgos encontrados en los estudios publicados hasta

la fecha %77,

En estudios posteriores en los que se realizaron secciones de nervio Optico se encontrd
evidencia de neuropatia dptica con diferente grado de pérdida axonal 32, Esta pérdida
axonal se encontraba predominantemente en el cuadrante superior siendo afectadas las
fibras mas gruesas del nervio optico y en menor medida los cuadrantes nasal e inferior.

El cuadrante mas respetado es el temporal que es en el que discurren las fibras mas finas
328

Estudios realizados mediante RM han observado que existe una disminucion en el

volumen del nervio Optico estadisticamente significativa en pacientes con EA que sin
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embargo no tiene correlacion con el volumen cerebral **®. Sin embargo utilizando
Diffusion-Tensor Imaging (DTI) se ha demostrado una reduccién de la funcion del nervio
optico y una sospecha de degeneracion axonal en los pacientes con EA y objetivando que
los cambios son menos severos en los pacientes con DCL, lo que sugiere, un deterioro

progresivo con el avance de la enfermedad *%°.

También se han encontrado anillos de proteinas tau en el nervio optico *'°, aunque esto
puede no ser especifico para la EA. Cuzzo et al. *'! encontraron una disminucion de la
expresion de la proteina receptora de lipoproteina de baja densidad en los nervios 6pticos
de 11 pacientes con EA en comparacion con 10 controles, lo que apoyaria la hipotesis de
que esta proteina podria jugar un papel en la fisiopatologia de la neuropatia dptica en la
EA. Ademas, el mismo grupo de investigacion confirmo los hallazgos previos de Hinton
et al. *'® observando, con anticuerpos contra los neurofilamentos, degeneracion axonal en
los nervio optico de los pacientes con EA. Ademas en muestras del nervio optico de
pacientes con EA ha sido observada en la microvascularizacion proxima a los astrocitos,

un incremento en la expresion del receptor de productos finales de glicacion avanzada 2.

Diversos estudios también han sefialado diferencias en la apariencia de la cabeza del

nervio optico tanto con fotografias aneritras *13-41°

como con oftalmoscopia laser de
barrido *!®. Sin embargo en otros trabajos usando esta ultima técnica, no se han
encontrado diferencias entre los pacientes con EA y el grupo control *7. Por otra parte,
se ha reportado una progresion mas rapida de la neuropatia Optica glaucomatosa en 7
pacientes con glaucoma y EA #!3, Aunque hasta la fecha no hay ninglin estudio que revele

cambios patologicos en el nervio Optico asociados con la progresion de la EA.

2.7.5 Nucleo geniculado lateral en la EA

En pacientes con EA, Scholtz et al. *'? observo una pérdida de mielina y una disminucion
del volumen nucleolar en el NGL. También se identifico la presencia de placas de AR
mas abundantes en las capas parvocelulares que en las magnocelulares; asi como la
presencia de anillos neurofibrilares “>%#*!, Un estudio reciente revelé que la patologia tau
era escasa en el NGL y no presentaba diferencias significativas con pacientes controles

pareados por edad **2. También se ha detectado tanto una reduccion en la actividad de la
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citocromo oxidasa, marcador para el metabolismo cerebral regional, como una

3

disminucion en los niveles enzimaticos “*> en esta estructura de la via visual.

2.7.6 Afectacion de otros nucleos cerebrales en la EA

2.7.6.1 Coliculo superior

El coliculo superior, a veces referido como el techo Optico, es una estructura pareada,
laminada, y organizada retinotopicamente en el cerebro medio, que recibe
aproximadamente el 10% de los axones de las CGR estando involucrada en el control de
los movimientos oculares. Fueron encontradas numerosas placas amiloides en el coliculo
superior de pacientes con EA ***. Ademas, los estudios neuropatoldgicos posteriores
identificaron abundantes ovillos neurofibrilares en este nticleo **%4*242% Estos cambios
patolégicos en el coliculo superior pueden explicar los problemas de la motilidad ocular

frecuentemente encontrados en pacientes con EA 2%,

2.7.6.2 Nucleo supraquiasmatico

El ntcleo supraquiasmatico, se trata de una estructura pareada formada por un grupo de
neuronas del hipotdlamo medial, situada encima del quiasma 6ptico, que recibe la entrada
directamente de las CGR a través de un tracto retino-hipotalamico **°, siendo un centro
primario de regulacion de los ritmos circadianos mediante la estimulacion de la secrecion
de melatonina por la glandula pineal. Se ha visto que es posible que haya marcados
cambios en el nicleo supraquiasmatico en la EA, tales como disminucién en el volumen
y nimero de células (incluyendo subpoblaciones neuronales especificas, como las de la
vasopresina y las neuronas de neurotensina) y la formacion de ovillos neurofibrilares **”-
431 Estos hallazgos neuropatoldgicos pueden correlacionarse con el desajuste del ritmo

circadiano en la EA 286:432433,

2.7.6.3 Nucleos pulvinares

Los ntcleos pulvinares son un agregado de varios nucleos que se sitian en la parte mas
posterior del talamo. Tienen conexiones reciprocas con areas de asociacion de la corteza

cerebral, tanto de los lobulos parietal, occipital y temporal. Se componen de varias
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divisiones que reciben multiples aportaciones de las subdivisiones de la corteza visual,
desde el coliculo superior, y, en un grado limitado, de la retina ***. Esta zona se ha

implicado en la atencién visual y en el control de los movimientos del ojo.

Numerosas placas amiloides y algunas placas neuriticas (depositos extracelulares en la
materia gris del cerebro compuesto de amiloide mezclado con las dendritas de las
neuronas que mueren) se encontraron a lo largo de las diversas subdivisiones de los
nucleos pulvinares en 9 pacientes con EA, en comparacion con pacientes mas jovenes y
controles pareados por edad **°. Esto podria explicar el deterioro de la atencién visual en

pacientes con EA 2%,

2.7.7 Cortex visual en la EA

La corteza visual se encuentra en el 16bulo occipital. Consta de la corteza estriada o V1
(corteza visual primaria) y areas corticales visuales extraestriadas como V2, V3, V4, V5,
etc (corteza visual secundaria). En conjunto, las cortezas visuales primaria y secundaria
consisten en un mosaico de varias docenas de areas visuales que ocupa una gran parte de

la corteza cerebral, aproximadamente el 20% - 25% en los humanos **%47 (Figura 31).

Parietal Lobe Frontal Lobe

Occipital Lobe Temporal Lobe

Figura 31. Procesamiento de la informacidn visual. Desplazamiento desde la corteza visual
primaria (V1) a través de las dreas de procesamiento secundario y terciario (V2-V5), cada vez
se procesan aspectos mas complejos de experiencia visual y las células se sintonizan a campos
receptores mayores. La informacion de color y la forma es procesada por una via ventral a
través de V2, V4, y la corteza temporal inferior. La informacion de la localizacién y el
movimiento es procesada por una via dorsal a través de V2 y V3, V5, y corteza parietal

posterior. Modificada de Possin et al., 2010 2%,
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Existe un consenso actual de que, probablemente, en la EA, la corteza visual primaria se

afecte mas tarde, después de la afectacion de otras regiones corticales 45440

, €excepto en
una variante que se manifiesta con sintomas visuales tempranos *“*'**2. Sin embargo, la
acumulacion de placas, ovillos neurofibrilares, la disminucion del nimero de neuronas y
de densidad de capilares asi como cierta disminucion del nivel de enzimas en V1 estan
bien documentadas 322420423:442443 - Aunque algunos estudios preliminares afirmaron que
son minimos los ovillos neurofibrilares y las placas tanto en la corteza visual primaria

como en la secundaria ***

, sin embargo, estudios posteriores encontraron ovillos
neurofibrilares y placas en la corteza visual mas abundantes en la corteza visual
secundaria (en su mayoria en las zonas extraestriadas 18 y 19 en lugar del area 17,
correspondiente a la corteza visual primaria) *>*%. Asimismo en la corteza visual
primaria junto con las placas y ovillos, fue encontrada también astrogliosis en la corteza
visual primaria *’. También se ha observado posible patologia dendritica asociada como:
dendritas distroficas, pérdida de ramas dendriticas y alteracion patologica de las espinas
dendriticas **%° A pesar de la diferencia en la frecuencia de presentacion de ovillos
neurofibrilares, entre las zonas 17 y 18 (s6lo 2% de las neuronas contenia ovillos
neurofibrilares en el area 17 vs aproximadamente el 10% en el area 18), la densidad media
neuronal se redujo en ambas areas en un grado similar (~ 30%) **°. Esto podria implicar
que, o bien la pérdida neuronal puede ocurrir sin pasar a través de la degeneracion de los
ovillos neurofibrilares, o que algunas neuronas puede ser mas vulnerables a la presencia

de ovillos neurofibrilares que otras 7.

2.7.8 Tomografia de Coherencia Optica en la EA

La OCT es una técnica de imagen que funciona de forma similar a la ecografia, solo que
utiliza las ondas de luz de baja coherencia en lugar de ondas de sonido. Un sistema de
OCT, mediante el uso de la informacion del tiempo de retardo contenida en las ondas de
luz, que se han reflejado desde diferentes profundidades dentro de una muestra, puede
reconstruir un perfil de profundidad de la estructura de la muestra. Las imagenes
tridimensionales pueden pues crearse mediante la exploracion del haz de luz lateralmente
a través de la superficie de la muestra. Mientras que la resolucion lateral se determina por
el tamafno de la mancha del haz de luz, la profundidad (o resolucién axial) depende

principalmente del ancho de banda de la fuente de luz. Por esta razon, los sistemas de
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OCT pueden combinar altas resoluciones axiales con grandes profundidades de campo,
por lo que entre sus aplicaciones primarias se incluyen imagenes in vivo a través de
secciones gruesas de los sistemas bioldgicos, particularmente en el cuerpo humano. La
técnica ya se ha establecido como una modalidad de imagen estandar para examenes

oftalmolodgicos de retina, asi como de segmento anterior.

La OCT es una técnica diagnostica no invasiva, que adquiere imagenes transversales de
estructuras retinianas, permitiendo la evaluacion de la integridad de la retina. Varios
estudios han demostraron que tanto la CFNR peripapilares, como las mediciones del
grosor macular evaluadas por OCT, fueron capaces de detectar la pérdida neuronal en la
EA 28, El adelgazamiento de la CFNR se ha encontrado en varias enfermedades
neuroldgicas, entre las que se encuentra la EA 261:318:320390.413414.417.451-459 1 3 pérdida del
grosor de la CFNR en la EA esté relacionada con la disminucion de las CGR y de los
axones del nervio dptico 273-390:416453460 Qe ha postulado que las alteraciones en la CFNR
podria ser el primer signo de EA, incluso antes del dafio en la regién del hipocampo que
afecta la memoria **°. Ademas, se ha sugerido una asociacion entre estas alteraciones y la
gravedad de la enfermedad #'**!, Existe una gran controversia sobre la reduccion del
grosor de la CFNR peripapilar medido por la OCT en la EA. Algunos autores han descrito
una disminucion del grosor de esta capa en todos los cuadrantes peripapilares medidos
por la OCT *>%7 1o que provocaria una disfuncion retiniana demostrada por patrones
anormales en las respuestas de electrorretinograma *’. Sin embargo, algunos estudios de

A 390,451,454-456,458,459,461

OCT sobre el grosor peripapilar en E encontraron que el

390,415,458,462,463

adelgazamiento de la RNFL se limitaba al cuadrante superior o a los

cuadrantes superiores e inferiores 261:4344%

en comparacion con los sujetos control. Otros
autores han sugerido que el cuadrante inferior de la RNFL puede ser un area mas
especifica y sensible que otros cuadrantes de la RNFL en la prediccion del deterioro del
estado cognitivo reflejando una anomalia retiniana precoz en el curso de la EA #4492 1a
razén de la variabilidad de los resultados entre los diferentes estudios, podria estar
relacionada con las puntuaciones del MMSE de los pacientes participantes, ya que en la
mayoria de los trabajos los pacientes no tienen MMSE similares entre si o analizan en el

mismo trabajo pacientes con MMSE muy diferentes.

Dado que las CGR y sus axones representan el 30—-35% del grosor retiniano total en el
area macular, se pueden usar las mediciones del grosor de la macula para cuantificar la

pérdida de CGR, como se ha demostrado en el glaucoma y en otras enfermedades
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neurodegenerativas 249464466 Sin embargo, son muy escasos los trabajos en los que se
analiza el grosor macular en pacientes de EA. Iseri et al., observaron en estos pacientes
una reduccion del grosor macular y del volumen macular total relacionando esta tltima
reduccion con el deterioro cognitivo de los pacientes 4°2. Otros autores utilizando la OCT
de dominio spectral describen un adelgazamiento de la CFN y de la CFN +CCG en la
macula de pacientes con EA comparandolos con los controles 7. La disminucion del
grosor macular en la OCT se correlaciono con una pérdida de la actividad eléctrica
macular observada en el ERG de pacientes con EA ¢!, Finalmente con la OCT los
pacientes con EA mostraban una reduccion del grosor macular cuantificandose la perdida
de neuronas en las capas internas de la retina en la region macular correlacionandose esta
pérdida con el deterioro cognitivo *¢%. Sin embargo, los datos deben ser confirmados en
estudios adicionales que evaluen la asociacion con otros posibles biomarcadores de la
enfermedad. Siendo también muy importante el analisis de como se comportan los

cambios observados en el grosor de la retina a lo largo de la evolucion de la enfermedad.

2.7.9 OCTA enla EA

Un gran avance en el estudio del sistema vascular de la retina y coroides ha venido de la
mano del desarrollo de la angiografia por tomografia de coherencia optica (OCTA)
permitiendo la visualizacion de forma no invasiva de los vasos de la retina y la coroides
con alta resolucion, lo que permite una mayor comprension de las patologias vasculares
de ambas estructuras. Ademas, la OCTA cuantifica la densidad de los vasos retinianos y

coroideos y el flujo sanguineo.

En 2017, Bulut et al.>** publicaron un estudio realizado en 26 pacientes con EA (MMSE
16.92 £+ 7.39) analizando diferentes valores obtenidos mediante OCTA y comparando
¢éstos con 26 controles. Encontraron que habia una disminucion significativa de la
densidad vascular en toda el drea macular, foveal y parafoveal en los pacientes con EA.
El flujo sanguineo de la retina externa y de la coroides estaba disminuido sin significacion
estadistica. El area foveal avascular en los pacientes con EA era significativamente mayor
que en los controles. Ademas, en este estudio encontraron que estos pardmetros se
correlacionaban significativamente con la puntuacion de MMSE, siendo la correlacion
directa con la densidad vascular y el espesor coroideo y, de forma inversa con el area

foveal avascular 3>, Los autores explicaron estos resultados por la disminucién de la
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angiogénesis debido a la union de VEGF a A y su confinamiento en las placas, sumado
a la acumulacion de depositos AP en las paredes internas del vaso, lo que conduciria a la

oclusion de las estructuras vasculares y la disminucion del flujo sanguineo 390-393:469470,

Del mismo modo, Jiang et al. estudiaron la red vascular de la retina en 20 pacientes con
EA, 19 con DCL y 21 control encontrando que los pacientes con EA presentaban una
disminucion significativa de la densidad de la red capilar retiniana, asi como una
disminucion del plexo vascular tanto superficial como profundo en el area periférica a la
fovea comparado con los DCL y con los controles. Sin embargo, los pacientes con DCL,
solo mostraron una disminucion significativa en la densidad del plexo vascular profundo
en el cuadrante nasal superior . Estos autores sugieren que la diferencia encontrada en
el plexo vascular retiniano entre los pacientes con EA y los pacientes con DCL podrian
ser debidos a que el plexo vascular profundo esta compuesto principalmente por capilares
que pueden afectarse antes que los vasos de mayor calibre que se encuentran en el plexo

vascular superficial *7°.

2.7.10Glaucoma y EA

Como se citd en el capitulo 1.7, el glaucoma también es una enfermedad
neurodegenerativa que comparte los mismos mecanismos fisiopatoldgicos que el resto de
las patologias neurodegenerativas. En estudios clinicos en los que se investigd la
prevalencia del glaucoma primario de dngulo abierto (GPAA) en los pacientes con EA,
los resultados mostraron que habia un aumento de la incidencia de GPAA en pacientes
con EA 18471472 Tamura et al. cuantificd que existia un aumento de la prevalencia del
alelo €4 de la APOE, en los pacientes con GPAA, al igual que ocurre en los pacientes con
EA, lo que hace pensar que existen mecanismos comunes que pueden contribuir a ambas
patologias *’!. Cesareo et al. demostraron que existia un aumento de alteraciones de tipo
glaucomatoso en los pacientes con EA que no estaba asociado a un aumento de la P1IO ni

valores anormales de espesor corneal central 473,

Estudios recientes han encontrado que existen depositos de AP y proteina tau en las retina
de los pacientes que sufren glaucoma 2°’#7447> Estos depositos también se han encontrado
al analizar el NGL de monos con glaucoma cronico mediante técnicas de
inmunohistoquimica, Western Blot y ELISA. En estos monos también se encontrd que se

expresaba levemente en la corteza visual el AP, mientras que en el hipocampo no se
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encontraba ninguno de estos dos marcadores de EA. Asi mismo, a microscopia
electrénica de transmision se observaron placas neuriticas y ovillos neurofibrilares en el
NGL en monos con glaucoma crénico 7. Estos resultados sugieren una asociacion entre

el glaucoma y la EA.

Existe una teoria mediante la cual, la administracion de memantina, farmaco usado en la
EA, en el glaucoma ayudaria a disminuir el avance de la neurodegeneracion
glaucomatosa. Esta teoria se basa en que la apoptosis, mediada por la muerte celular
excitotoxica, esta implicada en la fisiopatologia de muchas enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo el glaucoma. Este tipo de excitotoxicidad es causada, al
menos en parte, por la activacion excesiva de receptores de glutamato de tipo NMDA.
Tal actividad excesiva del receptor NMDA provoca una afluencia anormalmente alta de
iones de calcio en las células nerviosas que, a su vez, desencadena multiples vias que
conducen a la iniciacion de la apoptosis. El bloqueo de la actividad excesiva del receptor
de NMDA evitaria la excitotoxicidad relacionada con la apoptosis *’°. Sin embargo el uso
del farmaco neuroprotector (memantina) utilizado en el tratamiento de la EA en el
tratamiento de pacientes con GPAA, produjo unos resultados desalentadores *””. Por otra
parte mas recientemente en un estudio longitudinal de 12.7 afios no se encontraba una
asociacion del glaucoma normotensional con un aumento del riesgo de desarrollo de

demencia o EA en comparacion con el resto de la poblacion general 478,

2.8Modelo experimental de ratén 3xTgAD

Para estudiar la patogénesis de la EA en el cerebro, han sido utilizados los ratones
transgénicos de EA. Diferentes tipos de ratones transgénicos pueden ser complementarios
para el estudio de la enfermedad debido a las desventajas de unos u otros modelos

experimentales de EA.

Oddo et al. han llevado a cabo el examen de los cerebros de los ratones triple transgénicos
(3xTgAD) *. Estos ratones 3xTgAD albergan la mutacién de APPswe, PS1misev, ¥
Taup3o1L humana **° y se considera un buen modelo que imita la progresion de la patologia
de la EA en el humano “8%*!  Estos ratones muestran muchas alteraciones funcionales

incluyendo potenciacion a largo plazo reducida, memoria espacial alterada y déficits de
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memoria a largo plazo *"**° Este modelo animal también muestra alguna pérdida

neuronal acompaiiada de pérdida de espinas en dendritas distroficas 48248,

d “8 observandose un deterioro

El comienzo de la patologia ocurre a los 3 meses de eda
de la potenciacion a largo plazo. Las placas y los ovillos se desarrollan progresivamente
de una manera dependiente de la edad y la region. Los cambios patoldgicos también
apoyan la hipotesis de la cascada amiloide en la que la patologia amiloide precede a la
tauopatia mostrada en una prueba de inmunizacién con anticuerpos anti-Af *°. Ademas,
los estudios encontraron que AP, especialmente el AP4; intracelular, estaba en correlacion
con los ovillos intracelulares en el cerebro de EA a través de las vias de hiperfosforilacion

de tau 12272485 E] raton 3xTgAD imita la patologia de EA mas estrechamente que otros

modelos de EA transgénicos *%6.
2.8.1 Alteraciones de la glia retiniana en el modelo 3xTgAD

Existen evidencias emergentes que tratan de reforzar el posible vinculo entre la
degeneracion retiniana y la EA 3%°. Hipotéticamente, la sobreexpresion de APP, la
produccion de AP soluble y los depositos de AP conducirian a la formacion de placas
amiloides que pueden inducir la muerte celular a través de la apoptosis >*°. Ademas, el
AP desempefia un papel en la induccion de la hiperfosforilacion de tau, que a su vez
induce cambios en la integridad de las células de la retina y sus sinapsis en la CNI **7. Se
han observado diferentes cambios que ocurren en la retina de ratones transgénicos de EA;
entre estos estan la sobreexpresion de los depodsitos de APP, AB y/o tau, la pérdida de

células neuronales, los cambios en las células gliales de la retina y los cambios vasculares
272

En el estudio de la macroglia de estos ratones, diversos estudios han observado que las
células de Miiller estaban reactivas expresando GFAP. En el analisis de los astrocitos se
ha observado un aumento aparente en tamafio y nimero de procesos de estas células
211483 Se observaron en todas las retinas de los ratones 3xTgAD varias estructuras opacas
densas y de forma anormal envueltas por GFAP que fueron positivas para la Ap,
sugiriendo estos autores que son placas amiloides. Al teiir las retinas controles, se
observaron estructuras similares en el 30% de los animales wild type, siendo menos
numerosas que en los 3xTgAD y no estando asociadas a la activacion glial. Los resultados
obtenidos por Edwards et al. indican que hay una activacion astroglial en la retina del

raton 3xTgAD 3.
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3. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

La degeneracion producida en la retina y en el nervio 6ptico en la EA, puede originarse
por via retrograda desde la corteza visual, por via directa desde la propia retina causada
por los acumulos de AP y ovillos neurofibrilares o de forma mixta. Estos cambios
anatomicos pueden ser detectados con técnicas de diagnostico oftalmolédgicas de tltima
generacion, que permiten el andlisis de los cambios retinianos y también posibilitan el
llevar a cabo un seguimiento de las modificaciones generadas segin progresa la

neurodegeneracion.

El desarrollo de la OCT y OCTA en el campo de la oftalmologia ha supuesto un
importante avance en las técnicas exploratorias de la retina, al permitir obtener imagenes
de alta resolucion utilizando como método de exploracion la luz. Esta circunstancia
posibilita el andlisis de la retina y la coroides en las fases mas precoces de la EA,
permitiendo localizar el area donde la retina comienza a alterarse, asi como, la evolucion

de estos cambios retinianos y coroideos segiin avanza la enfermedad.

Complementariamente, el estudio de otras pruebas psicofisicas como la AV, la SC, la
vision del color y el TDP nos permiten analizar las alteraciones que se generan en la
funcion visual a distintos niveles de procesamiento, como consecuencia de la pérdida
neuronal, lo cual, nos da una idea morfo-funcional de los cambios que se estan

produciendo en la retina desde que debutan los sintomas en los pacientes con EA.

Dada la elevada prevalencia de la EA y su previsible aumento, debido en parte al aumento
de la tasa de envejecimiento de la poblacidn, es importante la bisqueda de biomarcadores

que permitan realizar un diagnostico precoz de esta enfermedad, asi como su seguimiento.

En concreto, nuestra hipotesis de trabajo es que la retina podria actuar como un
biomarcador de dafio neuronal que permitiria el seguimiento y la valoracion de la

efectividad de los tratamientos actualmente en uso.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo primario:

Detectar los cambios que se producen en la retina, asi como los cambios
funcionales que se originan secundariamente, mediante pruebas psicofisicas
oftalmoldgicas no invasivas en dos poblaciones de pacientes con EA
diferenciadas por el grado de evolucion de la patologia; comparando los

resultados con una poblacion control semejante en edad.

4.2 Objetivos secundarios:

- Analizar el espesor retiniano, tanto en el area macular como en el area
peripapilar, en los pacientes con demencia tipo Alzheimer leve y moderada

en comparacion con un grupo control de edad.

- Analizar el plexo vascular retiniano y coroideo en los pacientes con EA leve

y moderada comparados con el grupo control.

- Analizar la AV de los pacientes con EA leve y moderada en comparacion con

el grupo control pareado por edad.

- Analizar la variacion de la SC en las distintas frecuencias espaciales 3, 6, 12,
18 ciclos por grado en la demencia tipo Alzheimer leve y moderada en

comparacion con un grupo control pareado por edad.

- Analizar la capacidad de discriminacién de percepcidon cromatica en los
pacientes con EA leve y moderada comparados con los controles pareados

por edad.

- Analizar el procesamiento cortical de la funcién visual mediante el TDP en
pacientes con EA leve y moderada comparado con los controles pareados por

edad.
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Analizar el nivel de oxigeno de la cabeza del nervio 6ptico en los pacientes

con EA leve y moderada en comparacion con el grupo control pareado por
edad.

Analizar en la retina de un modelo experimental de raton con EA (3xTgAD)
la respuesta inflamatoria mediada por el sistema inmune comparando con

ratones no transgénicos.
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5.1Seleccion de pacientes y controles
La inclusion de los pacientes con EA se realizé en la Unidad de Memoria del Servicio de

Geriatria del Hospital Clinico San Carlos de Madrid, Espafia.

Todos los pacientes fueron diagnosticados por el mismo equipo de neuropsicélogos y geriatras
de acuerdo con el National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease (Jack, Albert et al. 2011) y el Related Disorders Association and the

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders IV

En el siguiente diagrama se especifica la inclusion de pacientes (Figura 32).

3411

Pacientes base
de datos HCSC

1139
Demencia EA
MMSE>13
|
122 1 311
Exitus 706 Con patologia oftalmoldgica
Sin patologia oftalmoldgica en su historia clfnica

en su historia clinica

113 99 122 268 104
Anulan cita Institucionalizado Bln s No quieren No se consigue
el participar contactar
IIORC
I I I | [ |
10 15 60 13 12 12
Baja AV o alta DMAE Pacient Glaucoma o Retinopatia Otros
graduacion ] aCIeI’I = PIO > 20 mmHg
incluidos
I |
39 21
EA leve EA moderada

Figura 32. Diagrama de flujo de la inclusién de los pacientes en el estudio.
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Todos los pacientes fueron sacados de la base de datos de la Unidad de Memoria que constaba

con 3411 pacientes con diagnostico de demencia.

La busqueda de paciente se realiz6 siguiendo el protocolo que detallamos a continuacion al

menos una vez cada afio durante el periodo que ha durado este estudio.

Primeramente, se seleccionaron solo aquellos pacientes que presentaban puramente una
demencia tipo Alzheimer y se excluyeron aquellos que tenian otro tipo de demencia, no tenian
pruebas de imagen, trastornos de animo o psiquiatrico, alteracion de la conducta, déficit
sensorial conocido, alcoholismo, componente vascular, variantes de EA, inicio atipico, crisis
epilépticas y Parkinsonismo; descartando a 2272 pacientes y siguiendo la inclusion de 1139

pacientes.

A estos 1139 pacientes se les solicito la historia clinica completa y se revisaron las carpetas de
las especialidades de Geriatria, incluyendo la de la Unidad de Memoria, y la carpeta de

Oftalmologia.

En la historia clinica de Geriatria se tomo en cuenta el estadio de la patologia, fecha de Gltima
consulta (nunca mayor a los tltimos 6 meses), la puntuacion de MMSE, el grado de GDS segiin
la escala Clinical Dementia Rating (Morris 1993), movilidad del paciente, teléfono de contacto
y el apoyo familiar de los pacientes, ya que era fundamental la implicacion por parte de la
familia tanto para contactar telefonicamente como para contar con los traslados a la Clinica del
Instituto de Investigaciones Oftalmologicas Ramon Castroviejo, situada en la Facultad de

Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

En la carpeta de Oftalmologia se reviso la historia clinica de todos los pacientes, se excluyeron
aquellos que tenian previamente diagnosticada una patologia oftalmoldgica que pudieran
modificar los valores de alguna de las pruebas realizadas en el protocolo. Se excluyeron todos
los pacientes que presentaban AV menor de 0,6 en la escala decimal, refraccion esfero-
cilindrica mayor de 5 dioptrias, PIO mayor de 20 mmHg y/o pacientes con patologias de polo
anterior como opacidades corneales, cataratas en evolucion con AREDS Clinical lens Standard
>2, y todas aquellas patologias que afectaran a la transparencia de los medios; también se
excluyeron aquellos con patologia del polo posterior como glaucoma, DMAE, retinopatia
diabética, membrana epirretiniana, drusas, edemas maculares, agujeros maculares, etc, que
pudieran interferir en la medida del espesor retiniano medido con la OCT y enfermedades

sistémicas que afectaran a la vision.
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Tras la revision de las historias clinicas se seleccionaron 706 pacientes a los que contactar por
teléfono para darles cita en la Clinica del Instituto de Investigaciones Oftalmoldgicas Ramon

Castroviejo.

Tras esto, no se consiguid contactar con 104 pacientes, 268 declinaron participar ellos o sus
familiares, 99 estaban institucionalizados, 113 tras darles cita o la anularon por teléfono o no
se presentaron a la consulta y finalmente se realizo toda la bateria de pruebas del estudio a 122

pacientes.

De los 122 pacientes examinados, 62 de ellos fueron excluidos, 10 por baja AV o graduaciones
superiores a los criterios de inclusion, 15 por DMAE, 13 por glaucoma o sospecha de glaucoma
o PIO > 20 mmHg, 12 por retinopatia, 12 por otras patologias oftalmoldgicas y finalmente 60

de los pacientes estaban sanos oftalmologicamente.
De estos 60 pacientes, 39 correspondia al grupo de EA leve y 21 al grupo de EA moderada.

El grupo control se selecciond entre voluntarios sin queja de memoria, muchos de ellos eran
los familiares que acompafiaban a los pacientes con EA (conyugue o hermanos). De los 60
controles a los que se sometid la revision completa solo 40 de ellos pudieron ser incluidos,

debido a que 20 controles presentaban patologias oftalmolédgicas que los no conocian.

La evaluacion por parte de la Unidad de Memoria para llegar al diagnostico de EA y su

clasificacion se hace de acuerdo a todas las pruebas que se indican en la Tabla 3.
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Tabla 3. Bateria de pruebas que se realizaron para llegar al diagndstico de EA de los pacientes incluidos en

el estudio
Historia del Examen Examen Evaluacion Evaluacion Evaluacion Técnicas de Test de
paciente fisico neurologico cognitiva funcional conductual neuroimagen laboratorio
Edad y sexo Signos Fuerza MMSE Folstein Katz NPI CT Scan Hematologia
vitales Cummings
Motivo de consulta  (temperatura,  Conciencia Historias WMS- Barthel MRI Bioquimica
presion I
Historia de la arterial, Tono Lawton Vitamina
enfermedad actual pulso) muscular Disefio WMS-III B12
Blessed-A
Antecedentes Hidratacion Lenguaje Digito Span Acido folico
médicos
Peso Nervios Prueba de Stroop Hormonas
Estado de salud craneales tiroideas
actual Altura TMT-A
Reflejos
Historia Frecuencia TMT-B
psicosocial (estado ~ respiratoria
civil, condiciones Boston Naming
de vida, el empleo, Test
historia sexual,
acontecimientos Fluidez verbal
significativos de la
vida) Praxias
ideomotoras
Antecedentes
familiares Prueba del Reloj

MMSE: Mini-Mental State Examination; WMS-III: Wechsler Memory Scale- I1I; TMT-A: Trail Making Test-A; TMT-B: Trail Making
Test B; BADS: Behavioral Assessment of Dysexecutive Syndrome; NPI: Neuropsychiatric Inventory; CT: computed tomography; MRI:
Magnetic resonance imaging.

Este trabajo de investigacion ha seguido los principios de la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico San Carlos con n°

interno 11/372-E (ANEXO 10.1).

A todos los pacientes se les solicitd permiso para ser incluidos en el estudio mediante un
consentimiento informado escrito en el que se explicaron las exploraciones a las que iban a ser
sometidos. Se informo a los pacientes de la posibilidad de abandonar el estudio en el cualquier
momento del mismo, sin perjuicio alguno de cara a la asistencia facultativa que pudieran

precisar (ANEXO 10.3).
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5.2Criterios de inclusion y exclusién

5.2.1 Ciriterios de inclusion

El grupo demencia tipo EA debia haber sido diagnosticado mediante un estudio neuroldgico
detallado incluyendo pruebas de laboratorio, evaluacion de neuro-imagen y test psicométricos.
Los pacientes con demencia debian de encontrarse en un estadio leve (GDS 4) o moderado

(GDS 4-5).
El grupo control no debia de tener quejas de memoria ni MMSE inferiores a 25.

Como criterios de inclusion se utilizaron los siguientes:

- PIO <20 mmHg

- Sin patologia oftalmolégica

- Disponibilidad y colaboracion para la realizacion de las pruebas del examen
oftalmoldgico.

- Capacidad para entender los procedimientos relacionados con el estudio y otorgar

consentimiento al mismo por escrito.

5.2.2 Ciriterios de exclusion

- AV corregida inferior al 0,6 de lejos y de cerca.

- Defectos de refraccion superiores a 5 dioptrias esferocilindricas.

- Oftalmoscopia con caracteristicas patologicas.

- Opacidades de los medios significativas que impidan la correcta adquisicion de
imagenes en la OCT.

- Atrofia peripapilar.

- Drusas en el 4rea macular.

- Patologia psiquiatrica o trastorno del animo que pueda dar valores alterados de MMSE.

5.3 Protocolo clinico de obtencion de datos

La exploracion oftalmologica se realizd en las instalaciones de la Clinica del Instituto de
Investigaciones Oftalmologicas Ramon Castroviejo, situadas en la Facultad de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid.
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Los test se realizaron siguiendo siempre el mismo orden y por el mismo examinador en todos

los casos.
A todos los pacientes se les realiz6 una exploracion oftalmolégica completa que incluia:

- Historia clinica completa con los antecedentes familiares y personales, antecedentes
personales oftalmoldgicos (traumatismos, cirugias oculares previas, tratamientos

oftalmolodgicos, etc.) y medicacion.

- Determinacion de la AV y refraccion. La determinacion de la AV se realizo con el test
Snellen. La refraccion objetiva se obtuvo mediante el refractometro automatico y con
el retinoscopio de franja Elite de Welch Allyn

(Skaneateles Falls, Nueva York) y fue ajustada subjetivamente con gafa de pruebas.
- Estudio de la SC con el test CSV-1000E (VectorVision, Greenville, OH).
- Test de percepcion del color Farsnsworth Roth 28-hue (Luneau, Paris).
- Test Digital de Percepcién (TDP) (Rami et al.) **
- Biomicroscopia con lampara de hendidura (Haag-Streit 900, Bern, Suiza).

- Tonometria de aplanacion (fonometro de mano Perkins tipo MK2, Clement Clarke
International, Essex, Inglaterra), tras la instilacion de fluoresceina sddica 2.5 mg/ml y

clorhidrato de oxibuprocaina 4 mg/ml en solucion acuosa.

- OCT 3D OCT-1000 (Topcon, Japon) tras dilatacion pupilar con tropicamida al 1%
(Alcon Cusi, El Masnou, Espana).

- OCT Spectralis® (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania) con el modulo
OCT2 y el modulo de angiografia.

- Retinografia (Canon Non- Mydriatic Retina Camera CR-DGi, Canon Inc., Tokyo,
Japon).

- Colorimetria fotografica (Laguna ONIE, Optic Nerve Hemoglobin, Espaiia).
Prototipo desarrollado para este proyecto de investigacion y cuyas especificaciones

técnicas se desarrollan en el apartado Material y Métodos.
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5.4Descripcion de las pruebas realizadas

5.4.1 Agudeza Visual

Fue determinada la mejor AV corregida usando las cartas de AV Snellen. La correccion se
obtuvo tras la refraccion subjetiva del sujeto, realizada justo antes de la toma de AV. Para
conocer la mejor AV, el paciente comenz6 a leer cada fila desde la parte superior a la

inferior. Se tomd AV umbral cuando no superd el 50% de las letras presentadas en cada

fila.

5.4.2 Sensibilidad al contraste

La SC fue tomada bajo las mismas condiciones a todos los pacientes utilizando el test CSV-
1000E (VectorVision, Greenville, OH). El test CSV-1000E tiene una fuente luminosa
fluorescente que retro-ilumina un grafico translucido y es capaz de controlar y auto-calibrar
el nivel de luz a 85 cd/m2. E1 CSV-1000E se realiz6 a 2,5 m segun lo recomendado por el
fabricante. El ojo que no estaba siendo examinado fue ocluido. Las cartas translucidas
presentaban cuatro frecuencias espaciales: 3, 6, 12 y 18 cpg. Cada frecuencia espacial esta
presentada en una fila diferente del test. En cada columna, uno de los circulos presenta una
rejilla mientras que el otro estd en blanco. Los circulos que presentan la rejilla disminuyen
de contraste desde la izquierda a la derecha a lo largo de la fila (Figura 33). El nivel de

contraste de la tltima respuesta correcta es registrado como el umbral de SC en cada fila.
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Figura 33. Test de sensibilidad al contraste CSV-1000E (Vector Vision) utilizado en el estudio.

Tradicionalmente, los resultados de la SC son recogidos como logSC, donde la sensibilidad es
la inversa del contraste. Esta conversion tiene como resultado que umbrales de bajo contraste
son recogidos como SC alta. El logaritmo en base 10 de conversion se hace porque se sabe que
los sistemas sensoriales responden de una manera logaritmica a los cambios en la estimulacion
sensorial **. Esta adaptaciéon en unidades logaritmicas permite convertir en lineales las

medidas de SC haciéndolas mas apropiadas para el andlisis estadistico.

5.4.3 Test de percepcion del color

Para el andlisis de la vision del color se utilizé la prueba de clasificacion de tapas, Farnsworth
Roth 28-hue (Luneau, Paris), debido a que es una prueba de facil comprension, rapida y no

requiere de respuesta verbal. Esta prueba fue descrita por primera vez por Roth 4%

, se trata de
una version desaturada con colores Munsell de valor 8 y croma 2. La prueba utiliza el
equivalente de cada tercera tapa de color de la prueba de Farnsworth Munsell-100 (FM-100)
como una prueba desaturada. Los pacientes fueron instruidos para seleccionar la tapa mas

similar a la tapa de referencia, a continuacion, la tapa mas similar a la anteriormente elegida, y



MATERIAL Y METODOS

asi sucesivamente, y para colocarlos en orden secuencial hasta que todas las 27 tapas estaban

dispuestas en una secuencia circular (Figura 34).

T
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Figura 34. Test de percepcion del color Farnsworth Rue 28-hue y plantilla de recogida d¢
datos.

Al paciente se le ensefiaba al principio la prueba con las tapas colocadas, seguidamente, las
tapas eras extraidas y mezcladas. El tiempo para realizar la prueba no se limit6 y al paciente se
le permitid hacer correcciones. Cuando fue necesario, la AV del sujeto se corrigio para la vision
cercana. Durante la realizacion de esta prueba la iluminacion de la habitacion siempre fue con

luz natural.

Los resultados del Farnsworth Roth 28-hue se registraron en diagramas, que tenian
representadas la direccion de los ejes correspondientes a varios tipos de defectos de color de
vision. Estos ejes fueron calculados por Roth para la prueba 28-Hue a partir de experimentos
llevados a cabo por Verriest ! con el FM-100 *°2. Los errores clasifican al observador como
protanomalo, deuteranomalo o tritanomalo (rojo, verde, o azul-deficiente, respectivamente).
Siguiendo las especificaciones del fabricante los errores en el eje azul fueron considerados
aquellos que estaban mal colocados desde la tapa 43 a la 64 y los errores en el eje deutdn
fueron los considerados de la tapa 42 a la 85. De esta manera, los errores del eje tritdn y deutan

fueron cuantificados.
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5.4.4 Tomografia de coherencia optica

El espesor de la CFNR peripapilar y macular, asi como el espesor y volumen macular fue
medido cor la OCT Modelo 3D OCT-1000 (Topcon, Japan) tras dilatacion pupilar con
tropicamida al 1% (Alcon Cusi, El Masnou, Spain).

Las tomas de las imagenes de OCT se tomaron con la habitacién en penumbra. Se coloc¢ al
paciente apoyado correctamente en la mentonera de la OCT. Se selecciono6 el aspa verde como
punto de fijacion tanto para la toma de medidas maculares como peripapilares. Al paciente se
le instruy6 en mirar continuamente el punto de fijacion situado en el interior de la lente ocular
del instrumento. Durante todo el tiempo que dura la adquisicion de la OCT se vigilo la

fijacion del paciente por la pantalla del instrumento.

Las imagenes tomograficas fueron construidas desde una serie de perfiles axiales de
reflectancia (A-scan) de 2 mm de profundidad en menos de 1 segundo. El espesor de retina y
el espesor de CFNR fueron calculados con el procesamiento de la seccion transversal de las
imagenes usando algoritmos computerizados que detectan los limites mediante la busqueda de
cada A-scan de las tasas mdas altas a los cambios en la reflectividad y recentrandolos

manualmente para subsanar problemas de segmentacion si estos se producian.

El espesor retiniano se determiné por el software como la distancia entre la primera reflexion,
en la superficie vitreo-retina, y el limite anterior como la segunda capa reflectiva, que

corresponde al limite del epitelio pigmentario de retina y la coriocapilar.

Mientras se produjo el escaneo, el paciente debia mantener el ojo examinado constantemente
fijando en un estimulo que presenta el equipo. A cada sujeto se le valor6 los protocolos 3D de
macula y peripapilares. Se excluyeron los escaneres de baja calidad y un algoritmo de espesor
retinal fallido y se repitieron las mediciones hasta que se logré una buena calidad. Ademas, las

exploraciones con parpadeos durante el proceso de exploracion se excluyeron y se repitieron.

El protocolo de escaneo de la CFNR consiste en escaneos consecutivos de 360° consecutivos

con un didmetro de 3,4 mm centrado en el disco optico.
Los parametros de espesor peripapilar de la CFNR evaluados en este estudio fueron:

- Espesor medio peripapilar (um), correspondiente a la media del espesor de los 360°

alrededor de la papila.
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- Espesor medio de los cuatro cuadrantes peripapilares (um): cuadrante temporal (316°
a 45°), cuadrante superior (46° a 135°), cuadrante nasal (136° a 225°) y cuadrante
inferior (226° a 315°).

- Espesor medio para cada uno de los 12 cuadrantes correspondientes a los husos horarios
(um); situando a las 3 la posicion nasal, las 6 en la posicion inferior, las 9 como

posicion temporal y las 12 en superior (Figura 35).
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Figura 35. Informe de OCT del espesor de la CFNR peripapilar. Arriba izquierda: Retinografia
peripapilar con un circulo verde marcando el tejido retiniano considerado para el analisis. Abajo
izquierda: Retinografia red-free del nervio dptico. Arriba derecha: b-scan de la retina. Medio
derecha: Diagrama de los sectores peripapilares analizados: sector temporal (3162 a 459), sector
superior (462 a 1352), sector nasal (1362 a 2259), sector inferior (2262 a 3152). Abajo derecha:
Analisis peripapilar mediante 12 sectores horarios.

El protocolo 3D de escaneo del area macular consiste el andlisis centrado en foveola de los 6
mm de la mécula. El programa de analisis de espesor y volumen de retina fue usado para

evaluar el escaneo macular.

La macula se evalu6 de dos maneras diferentes: mediante sectores circulares concéntricos y

mediante una rejilla cuadrangular de 6x6.
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El analisis de grosor macular mediante sectores circulares concéntricos se realizo

segmentando de la siguiente forma:

- Espesor medio de los anillos concéntricos centrados en foveola, distribuidos en tres
circulos concéntricos (um) (Figura 36):
0 Fovea, con un diametro de 1 mm centrado en foveola.
O Anillo macular interior: con un anillo dispuesto a 3 mm de la foveola.

O Anillo macular exterior: con un anillo dispuesto a 6 mm de la foveola.

Los anillos macular interior y exterior a su vez fueron divididos en cuatro

cuadrantes (superior, inferior, nasal y temporal).

- Espesor central (um), correspondiente al minimo espesor encontrado en el andlisis
macular que corresponde con el espesor foveolar.
- Volumen macular (mm?®), correspondiente al 4rea de los 6 mm analizados en el andlisis

macular.

El andlisis de la macula mediante una rejilla de 6x6 se realizé centrando una rejilla de 6x6 mm
en la fovea con una densidad de escaneo de 512 x 128 pixels in 3,5s (27.000A scan/s). En total
se analizaron 36 cuadrados (de 1 mm por 1 mm cada uno). El centro de la macula fue definido
como el punto mas delgado de la depresion foveal. Se tomo para andlisis la media de cada

cuadrado (Figura 36).

Todos los escaneos fueron recentrados a mano para evitar errores de segmentacion por el

mismo examinador experimentado.
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Figura 36. OCT macular. Arriba izquierda: retinografia red-free central con un cuadrado verde
marcando el tejido retiniano considerado para el analisis. Arriba derecha: Diagrama mostrando los
anillos concéntricos y los cuadrantes considerados para al analisis de la macula y medidas aportadas
automadticamente por el software. Abajo izquierda: b-scan de macula. Abajo derecha: Diagrama
mostrando el analisis de la macula mediante una rejilla cuadrangular de 6x6.

5.4.5 OCT Spectralis® para medida del espesor de la macula
segmentada en capas, del espesor de la coroides y de la zona

avascular foveal.

La OCT Spectralis proporciona hasta 40.000 A escaneres/s con una resolucion de profundidad
de 7 um en el tejido y una resolucion transversal de 14 pm mediante el uso de un diodo de
superluminiscencia con 870 nm de ancho de banda. El instrumento combina la tecnologia OCT
con un oftalmoscopio confocal laser (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemania), que
proporciona una imagen de fondo de ojo de referencia. Cada OCT B-scan se registra y bloquea
en una imagen de referencia. El software OCT puede identificar ubicaciones de exploracion

anteriores y "guiar" el laser OCT para escanear de nuevo la misma ubicacion.

El OCT de Spectralis tiene una funcion de seguimiento (follow-up) para asegurar que la misma

ubicacion de escaneo sea identificada en las siguientes visitas del programa de seguimiento.
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Ademas, el eye-tracker (TruTrack Active Eye Tracking; Heidelberg Engineering, Heidelberg,

Alemania) y la alta velocidad de exploracion reducen los artefactos del movimiento.

La OCT Spectralis proporciona una funcion automatica en tiempo real (ART, del inglés
Automatic Real-Time) para aumentar la calidad de la imagen. Con la funcién ART activada, se
realizan multiples escaneos de la misma localizacion durante el proceso de exploracion y se
promedian las imagenes para la reduccion del ruido. Las exploraciones se adquirieron en el

modo de adquisicion de alta resolucion.

El software de la OCT Spectralis permite la segmentacion automatica de las capas de la retina
y la cuantificacion del espesor de cada una de ellas mediante la misma segmentacion que se ha
indicado anteriormente de sectores circulares concéntricos. Para el estudio del analisis
macular por capas se uso6 el sistema TruTrack con la funcion ART activada. Tras la obtencion
de las imagenes, se comprob6 de forma manual que la fovea estuviera bien situada y que la
division automdtica de las capas estuviera bien realizada. En el caso de no fuese asi, se
realizd la segmentacion de capas de forma manual siempre por el mismo examinador

experimentado (Figura 37).

Figura 37. Imagen de la OCT Spectralis con la segmentacidon automatica de las capas de la retina.

La angiografia OCT (OCTA) es una aplicacion de la OCT que documenta las diferencias en

la reflectividad dentro la retina. A diferencia de la OCT tradicional, la OCTA analiza no s6lo
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la intensidad de la sefal reflejada, sino también los cambios de tiempo en la reflexion causada
por las particulas en movimiento, por ejemplo, los eritrocitos que fluyen a través de los vasos.
Estos cambios en la sefial OCT, medidos mediante la captura repetida de imagenes OCT (B-
scans) en cada punto de la retina, permiten la creaciéon de un contraste de imagen entre los
vasos perfundidos y los tejidos circundantes, que no muestra ningin cambio de tiempo en la

sefial OCT debido a la falta de movimiento.

La OCTA hace posible visualizar redes vasculares distintas a diferentes profundidades de la

retina y permite divisarlas de forma separada capa por capa.

La OCTA fue realizada con la OCT de Spectralis® con un mddulo de angiografia (Heidelberg
Engineering, Heidelberg, Alemania) que ofrece imagenes angiograficas OCT de alta
resolucion con una resolucion lateral de 5,7 pm por pixel para la visualizacion de capilares.
Una resolucion axial de 3,9 micras por pixel permite la segmentaciéon multicapa precisa y la

visualizacion de los cuatro plexos vasculares de la retina.

Para las mediciones del espesor de la coroides se realizaron escaneos de 20 x 15 grados
consistentes en 37 lineas de exploraciones de alta resolucion. Se utilizé una luz de fijacion
interna para centrar el area de exploracion en la fovea. Se excluyeron los escaneres de baja
calidad y se repitieron las mediciones hasta que se logré una buena calidad. Ademas, las

exploraciones con parpadeos durante el proceso de exploracion se excluyeron y se repitieron.

Las medidas coroideas se realizaron de forma manual con la funcién de medida que
proporciona el propio software. Para ello, el mismo examinador delimité el grosor coroideo de
forma perpendicular a la retina desde la linea hiperreflectiva externa del EPR hasta la interfase
coroidoescleral. Se realizaron medidas subfoveales y en los sectores superior, nasal, inferior y
temporal. En cada uno de los sectores se realizaron 3 medidas cada una separada 500 um, por
lo que las medidas fueron realizadas a 500 pm, 1000 pm y 1500 um del centro de la févea. Las

medidas fueron dadas en micras (Figura 38).
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Figura 38. Medida del espesor coroideo realizado con OCT Spectralis. Izquierda: los 10 puntos
tomados en cuenta en el andlisis. Derecha: cuantificacién del grosor en micras mediante la
herramienta proporcionada por el software.

En el analisis de la zona avascular foveal (ZAF) se¢ midieron tanto la zona avascular
superficial como profunda de la mécula. Para ello, se tuvo en cuenta la OCTA macular y se
realizd una delimitacion manual de la zona avascular de cada uno de los plexos con la

herramienta de 4rea proporcionada por el software. La medida se realizé6 en mm? (Figura 39).

Figura 39. Medida de la zona avascular foveal mediante la OCTA. Izquierda: delimitacién manual
del plexo vascular superficial. Derecha: delimitacion manual del plexo vascular profundo.
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5.4.6 Retinografia

La retinografia se realizd mediante un retinégrafo no midriatico (Canon Non- Mydriatic
Retina Camera CR-DGi, Canon Inc., Tokyo, Japan). Las imagenes de la papila del nervio

optico obtenidas fueron posteriormente analizadas mediante el programa Laguna ONhE.

Para poder ser analizadas y procesadas adecuadamente, las fotografias debian cumplir una serie
de requisitos técnicos, siendo el color el mas importante de los mismos. El estudio de la
hemoglobina (Hb) a nivel papilar requirio la obtencion de las imagenes con una calidad 6ptima
y cuyas caracteristicas y distribucion cromaticas se debian ajustar a unos parametros que fueran

lo mas parecidos a las condiciones fisioldgicas.

Es esperable una cierta alteracion de los colores originada por el retindgrafo y sus dispositivos
al obtener la fotografia: intensidad de la luz, enfoque, intensidad de flash, etc. Por lo tanto, las
imagenes de la papila obtenidas con el retindgrafo fueron analizadas previamente mediante el
programa IMAGE TEST que facilita al explorador la saturaciéon en diversos colores (rojo,
verde, azul) de la imagen estudiada. Asi mismo, dispone de una serie de filtros y procesadores
colorimétricos, previamente calibrados, que en ultimo término determinan si la imagen es

adecuada para su posterior procesamiento por el dispositivo de colorimetria fotografica.

Los parametros y filtros utilizados en este estudio para validar las imagenes previamente a su

analisis colorimétrico fueron:

- Enfoque adecuado.

- Brillo y contraste.

- Intensidad y saturacion en los colores rojo, verde y azul: las fotos demasiado saturadas
en algin color no superan los limites de calidad necesarios para el analisis mediante
colorimetria fotografica. Cada uno de los colores primarios se codifica con un byte
(8bits). Asi, la intensidad de cada uno de los componentes se mide segiin una escala
que va del 0 al 255 (2%). En este programa los valores de saturacién méaxima por colores
son:

0 Maximo valor de rojo permitido = 255
0 Maéximo valor de verde permitido = 181

0 Maximo valor de azul permitido = 134
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Para poder analizar las retinografias, se necesit6é un requisito en cuanto a color, que la imagen
no se hallara saturada en color rojo. Si se daba esta circunstancia, el dispositivo emitia un
mensaje indicando la imposibilidad de procesar la imagen. Para aumentar la fiabilidad en el
analisis de la Hb y evitar confusiones con el efecto provocado por la dispersion de luz del
cristalino, era recomendable que la imagen dispusiera de cierto componente de color azul, sin
llegar a la maxima saturacion. No obstante, el dispositivo no emitia ningiin mensaje en caso de
ausencia completa de azul y llevaba a cabo el analisis de las imagenes, con las limitaciones ya
comentadas. Con estas premisas, las imagenes ideales para el estudio de la Hb con Laguna
ONhE fueron aquellas con la luminosidad suficiente para aportar una buena visualizacion y un
enfoque de la papila y el nervio dptico y sus vasos sin llegar a tener tanta luz como para

saturarse en rojo ni ser tan oscura como para carecer de azul.

Se excluyeron todas las imagenes que no pasaron el control de calidad de este programa o bien

aquellas imagenes de mala calidad por opacidad de medios o un enfoque inadecuado.

5.4.6.1 Anadlisis colorimétrico de la hemoglobina mediante la retinografia papilar

Al contrario que otras regiones del polo posterior del ojo, la cabeza del nervio dptico contiene
una cantidad significativa de un solo pigmento, hemoglobina (Hb), la cual es la responsable de
su color dependiendo en gran medida de los niveles de Hb que contiene. El color rojo de la Hb

se debe a su gran absorcion de las longitudes de onda corta del espectro visible.

Similar al ojo humano, el sensor de una camara fotografica no lee una inica longitud de onda.
Por lo general, combina tres sensores de imagen que registran imagenes policromaticas, pero

con una absorcion preferente por longitudes de onda corta, media, o larga.

Se uso6 el programa de “Laguna ONwE” (Optic Nerve Hemoglobin), disefiado para medir los

niveles de Hb de la cabeza del nervio dptico *.

Las fotografias del nervio 6ptico fueron obtenidas con el retindgrafo no midriatico Canon

Non- Mydriatic Retina Camera CR-DGi (Canon Inc., Tokyo, Japan).

El programa de “Laguna ONLE” analiz6 tres componentes espectrales de las fotografias de la
cabeza del nervio Optico: azul (B), verde (G) y rojo (R). Las areas del nervio 6ptico con alto
contenido de Hb, reflejan principalmente la luz roja. Por el contrario, las zonas con un bajo
contenido de Hb reflejan una menor proporcioén del componente rojo en comparacion con la

luz verde y azul (Figura 40).
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Figura 40. Representacion de una papila normal (columna izquierda) y una glaucomatosa
(columna derecha). Las imagenes superiores corresponden a la retinografia a color del disco éptico,
mientras que las imagines inferiores son sus correspondientes pseudoimdgenes representando la
cantidad de hemoglobina. Una escala colorimétrica se encuentra en la zona superior de las

iméagenes inferiores para evaluar la cantidad de Hb. Tomada de de la Rosa et al., 2013 #%,

Usando diferentes concentraciones o diferentes espesores de varias diluciones de células rojas
de la sangre, se estableci6 experimentalmente que las imagenes fotograficas obtenidas con esta

técnica pueden ser usadas para determinar la cantidad de Hb presente en este tejido.

El programa de Laguna ONE utiliza algoritmos matematicos para la segmentacion automatica
de componentes para llevar a cabo una delimitacion semiautomatica de la frontera del nervio
optico y para identificar los vasos centrales de la retina. Esto permite al explorador verificar y
corregir los resultados obtenidos manualmente. Por lo tanto, se definieron dos areas de la

cabeza del nervio optico: los vasos centrales de la retina y el propio tejido del nervio optico.

Las formulas, a continuacion, fueron calculadas en aquellos pixeles correspondientes a los
vasos como un todo y para cada pixel aislado de tejido. El resultado obtenido para los vasos se
us6 como el valor de referencia para el calculo del contenido de Hb en el tejido. Por ejemplo,
para la formula R - G, la diferencia R - G se calculd para el tejido, luego se divide por el valor

R - G para los vasos y el resultado se multiplica por 100 4%,
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Por ultimo, la influencia del estado del cristalino se compensé mediante el andlisis de las
diferencias entre los componentes verde y azul antes de calcular los resultados de la cantidad
de Hb. Los componentes azules, verdes, y rojos se evaluaron con un programa de analisis de
imagen, el Matlab (The MathWorks, Inc., Natick, MA) y lenguaje de programacién Java
(oracle Corporation, Redwook Shores, CA, USA) 4.

Se calculo la Hb total y por sectores. Para ello se dividio la papila en 24 sectores asimétricos
entre si y dispuestos como se muestra en la Figura 41. Los 24 sectores se encontraban
agrupados en grupos de 3 (cada uno de ellos del mismo espesor) formando sectores de 45°. Los
24 sectores se numeraron desde el centro hasta la periferia dentro de cada uno de los sectores
de mayor tamafio, comenzando por el grupo de sectores de la zona nasal. Finalmente como se

ve en la Figura 41 los sectores quedan distribuidos a modo de tres anillos concéntricos.

La distribucion de los grupos de sectores fue la siguiente, considerando 0° en temporal y 90°

en superior Figura 41:

- Sector nasal: desde 22,5° a 337,5° pasando por 0°.
- Sector nasal-inferior: desde 337,5° a 292,5°.

- Sector inferior: desde 292,5° a 247,5°.

- Sector temporal-inferior: desde 247,5° a 202,5°.

- Sector temporal: desde 202,5° a 157,5°.

- Sector temporal-superior: desde 157,5° a 112,5°.
- Sector superior: desde 112,5° a 67,5°.

- Sector nasal-superior: desde 67,5° a 22,5°.
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Figura 41. Distribucion de la papila éptica por sectores de analisis de Hb del programa
Laguna ONhE. Tomada de Gonzalez-Hernandez et al., 2017 %%

Se calculé la Hb media total de la papila y de cada uno de los 24 sectores por separado y se

representd en una tabla de percentiles, situandolo en el percentil que correspondia.

5.4.7 Test Digital de Percepcion

El Test Digital de Percepcion (TDP) fue elaborado en el Hospital Clinic de Barcelona en 2007
por Rami. et al **%. El TDP es un test facil, rapido y sensible para evaluar los trastornos de la

percepcion visual en la EA inicial.

El test consta de 15 laminas. En cada lamina se encuentra una misma fotografia en diferentes
posiciones del espacio. Las fotografias estan distorsionadas mediante la opcion de efectos
especiales: efecto geométrico (enlosado) y efecto de la trama 24/48 del programa MGI Photo
Suite III. Incluye cinco fotografias de paisajes, seis de objetos comunes, dos de personas, un
animal y una letra (Figura 42). El objetivo del test es valorar el reconocimiento de situaciones
visuales conocidas, enmascaradas por efectos especiales geométricos que dificultan la
percepcion. La respuesta correcta es la fotografia que estd orientada correctamente en el
espacio, teniendo en cuenta el contenido de la misma. En la Figura 42 se muestra un ejemplo
cuya respuesta correcta seria la cuarta fotografia puesto que se trata de la respuesta logica de

una fotografia de un grupo de personas.
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Figura 42. Test Digital de Percepcion. En la imagen se observa una de las 15 [dminas que componen
el test. En este test el paciente debe indicar cudl es la imagen que se encuentra en la posicidn
correcta, en este caso seria la imagen 4. Tomada de Rami et al., 2007 “2,

5.4.8 Mini Mental State Examination

El MMSE fue desarrollado por Marshal F. Folstein, Susan Folstein, and Paul R. McHugh en
1975 como un método para establecer el estado cognoscitivo del paciente y poder detectar
demencia '*°. Es un método muy utilizado para detectar el deterioro cognitivo y vigilar su
evolucion en pacientes con alteraciones neuroldgicas, especialmente en ancianos. Su practica
toma Unicamente entre 5 y 10 minutos, por lo que es ideal para aplicarse en forma repetida y

rutinaria.

Se utiliza como herramienta de tamizaje, es decir, de evaluacion rapida que permite sospechar
déficit cognitivo pero que, sin embargo, no permite detallar el dominio alterado ni conocer la
causa del padecimiento, por lo que nunca debe utilizarse para reemplazar a una evaluacion

clinica completa del estado mental.

Consiste en un cuestionario de 11 preguntas donde las caracteristicas esenciales que se evaluan
son: orientacion espacio temporal, capacidad de atencion, concentracion y memoria, capacidad
de abstraccion (célculo), capacidad de lenguaje y percepcion viso-espacial y capacidad para

seguir instrucciones basicas

La prueba se realizo sin limitar el tiempo que el sujeto tarda en responder. La prueba se puntua
de 0 a 30, siendo considerados pacientes con potencial riesgo de deterioro cognitivo si la

puntuacion era inferior a 25.
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5.5Analisis de las retinas de ratones 3xTgAD y controles no

transgénicos

Esta parte del trabajo ha sido posible gracias a la estancia predoctoral concebida y becada
por el Programa estatal de promocion del talento y su empleabilidad dentro de los contratos
FPU, con c6digo EST16/00024. Esta estancia tuvo lugar de septiembre a diciembre de 2017 y
se realiz6 tutorizada por el Prof. Anténio Francisco Rosa Gomes Ambroésio en el /nstitute
for Biomedical Imaging and Life Sciences (IBILI) en el grupo Retinal Dysfunction and

Neuroinflammation Lab de la Universidad de Coimbra en Portugal.

En este apartado se han descrito las diferentes estrategias experimentales desarrolladas en este
trabajo. Se describe la muestra experimental y su manejo, el instrumental empleado y los

protocolos para el procesamiento y andlisis de las retinas.

5.5.1 Animales de experimentacion y anestesia

Todos los experimentos se realizaron siguiendo la Directiva 2010/63/EU y el RD 53/2013 de
1 de febrero, que establece las normas basicas para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (BOE 8-2-2013) (correccion
de errores BOE 26-4-2013). También se siguieron las directrices marcadas por “Handbook for
the Use of Animals in Biomedical Research” de la Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) para el uso de animales en investigacion oftalmologica y del sistema

visual, respetando los principios de refinamiento y reduccion.

Los animales empleados en este estudio se criaron y mantuvieron en el animalario de la

Facultad de Medicina de la Universidad de Coimbra en Portugal.

Los ratones pigmentados usados eran transgénicos de la cepa 3xTgAD y los controles
C57BL/6 (The Jackson Laboratory), de 16 meses de edad y con un peso de 40-45 g (Figura
43).
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Figura 43. Muestra experiemental. Ratones 3xTgAD (The Jackson Laboratory)

Los ratones se mantuvieron en jaulas, dentro del animalario, con control de temperatura
ambiente (23-24°C), en ciclos de 12 horas de luz/oscuridad bajo una intensidad luminosa de

entre 9-24 luxes. Todos ellos disponian de alimento y agua “ad libitum”.

Todas las manipulaciones experimentales se llevaron a cabo bajo anestesia general, mediante
inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina (75 mg/Kg Kyolar®. Parke-Davies S.L.
Barcelona, Espana) y medetomidina (1 mg/Kg, Virbac®. Barcelona, Espafia) en 0,1 ml de

suero salino al 0,9%.

5.5.1.1 Grupos experimentales

La muestra del estudio contd con un total de 16 animales de los que se usé unicamente el ojo

izquierdo de cada animal para el andlisis de las retinas.

La muestra estaba dividida en dos grupos:

- Grupo 3xTgAD. Donde se analizaron las retinas izquierdas de cada uno de los 8

animales de 16 meses de edad.

- Grupo control de edad. Donde se analizaron las retinas izquierdas de § ratones no

transgénicos de 16 meses de edad (wild-type).
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5.5.2 Perfusion y fijacion

Los procesos de sacrificio, perfusion y fijacién se realizaron todos en la Universidad de

Coimbra (Portugal) en el Retinal Dysfunction and Neuroinflammation Lab.

El sacrificio de los animales se realizd bajo anestesia general profunda manteniendo el latido

del corazoén.

Para realizar la perfusion transcardiaca, se coloc al animal bajo una campana de extraccion de
gases en posicion decubito supino. Se realizé una esternotomia media, que expuso el corazén
y los grandes vasos toracicos. Tras esto, a través del ventriculo izquierdo, se introdujo un catéter
de 14G en la aorta ascendente, ¢ inmediatamente después se realizd una incision en la auricula

derecha para permitir la salida de la sangre y del liquido de perfusion (Figura 44).

Figura 44. Perfusion y fijacion animal. A. Introduccidn de la aguja de perfusion a través del
ventriculo hacia la aorta ascendente por la que fluye el paraformaldehido. B. Incisién en la auricula
derecha para permitir la salida de sangre y del liquido de perfusién. Tomada de Gage et al., 2012 %%,

En primer lugar, se perfundié el animal con una solucion salina al 0,9% durante unos 5 minutos
para eliminar el contenido sanguineo y a continuacion, se perfundi6 al animal durante 15
minutos con 200 ml de una solucién de paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 0,1M, pH

7,4 a 4°C para la fijacion de los tejidos.



140

MATERIAL Y METODOS

Para poder realizar analisis comparativos detallados de la muestra, la orientacion espacial de
las retinas es indispensable. Por ello, tras el sacrificio, se dio un punto de sutura en el parpado
superior antes de proceder a la enucleacion.

Tras esto, los globos oculares se enuclearon, manteniendo parte de los parpados superior e
inferior para conocer la orientacion del ojo y se postfijaron durante 24 horas a 4°C sumergidos
en una solucion de paraformaldehido, igual a la empleada durante la perfusion. Por ultimo, los
ojos se sumergieron a tampon fosfato salino 0,1M y pH 7,4 y se mantuvieron en la nevera a

4°C hasta su diseccion.

5.5.3 Diseccion de las retinas para microscopia optica. Montajes planos

de retina

Una vez fijados y orientadas las muestras, se extrajeron las retinas con un estereoscopio que
garantizé la diseccion fina de los tejidos. Durante la diseccion todo el tejido estuvo sumergido
en tampon fosfato salino 0,1M y pH 7,4 y a baja temperatura mantenida mediante el uso de

hielo picado.

Para la extraccion de las retinas en primer lugar se realizé una incision de 360° alrededor del
limbo esclerocorneal, permitiendo disecar la cornea. A través de esa abertura, se extrajeron el
iris y el cristalino, permitiendo el acceso al polo posterior. Teniendo como referencia el punto
dado en el parpado superior, se realizd6 un amplio corte radial desde la ora serrata hasta las
proximidades del nervio Optico. Con la ayuda de un pincel muy fino se disecd la retina
separandola de la coroides y se retir6 todo el pigmento posible adherido a la zona periférica de
la retina. Una vez obtenidas las muestras, estas se mantuvieron en tampon fosfato a 4°C hasta

su utilizacion (Figura 45).
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Figura 45. Diseccidn de la retina. A: Globo ocular del ratén donde se aprecia el punto dado en la
parte superior del parpado. B: Globo ocular tras retirar la cérneay el iris. C: Globo ocular tras la
diseccién del casquete corneal y retirar el cristalino. D: Retina disecada. E: Retina lista para
procesar.

5.5.4 Procesamiento  histologico de las retinas. Técnicas

inmunohistoquimicas

Todas las retinas fueron procesadas en la Universidad de Coimbra como montajes planos y se
tifieron para su estudio imunohistoquimico con el fin de caracterizar las células microgliales de

la muestra.

Este estudio empled la técnica de inmunofluorescencia indirecta. En esta técnica, el
anticuerpo primario reconoce el antigeno mediante una reaccion antigeno-anticuerpo.
Posteriormente, se incorpora un anticuerpo secundario unido quimicamente a una sustancia
fluorescente, que reconocerd especificamente al anticuerpo primario y revelard mediante

fluorescencia la reaccion antigeno-anticuerpo (Figura 46).
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Figura 46. Esquema de inmunofluorescencia indirecta. Los anticuerpos primarios se unen
especificamente a los antigenos del tejido. Esta interaccion se revela mediante la union especifica
del anticuerpo secundario al primario, debido a que lleva unida una molécula fluorescente
identificable en el microscopio.

Los anticuerpos primarios usados para marcaje inmunohistoquimico de la retina fueron

(Tabla 4):

- Anti-Iba-1, es un anticuerpo que se une a una proteina de membrana celular del linaje
de los monocitos/macrofagos, por lo tanto, de las células dendriticas, macrofagos y

microglia. Sin embargo, no se une ni a neuronas ni a astrocitos.

- Anti-OX-6, anticuerpo que reconoce las moléculas MHC-II presente en células

presentadoras de antigenos como células dendriticas y macrofagos.
Los anticuerpos secundarios especificos que se usaron fueron (Tabla 4):

- Alexa Fluor 488 (Iba-1)
- Alexa Fluor 568 (OX-6)

Para evitar uniones inespecificas de los anticuerpos secundarios a antigenos del tejido, las
retinas se incubaron en una solucion de bloqueo, que contenia suero del animal en el que estaba

desarrollado el anticuerpo secundario.
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Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios usados para el analisis inmunohistoquimico de las
retinas.

. .. Referencia .
Anticuerpos Concentracion  Host o Procedencia
lba-1 1:500 Rabbit 019-19741 WAKO
AC. Primarios

Ox-6 1:250 Rat 14-5321-82 eBioscience

Alexa Fluor® 488 Goat Anti- .
Rabbit IgG (H+L) 1:500 Goat A11008 Invitrogen
AC. Secundarios

® i-

AL NN TSI 1:500 Goat A11077 Invitrogen

Rat 1gG (H+L)

Para el marcaje de los nticleos se us6 DAPI, que es un marcador nuclear que se une a ADN
bicatenario siendo su maximo de absorcion a la longitud de onda de 358 nm (ultravioleta) y su
maximo de emision a 461 nm (azul). Este marcador nos permite conocer la posicion dentro de

la retina en la que se esta observando.

El protocolo empleado en el procesamiento de las retinas mediante técnicas de

inmunofluorescencia indirecta fue el siguiente:
1. Lavado del tejido con PBS (3 x 30 min).

2. Eliminacion del background. Las retinas se incubaron durante toda la noche con una

solucion compuesta por: suero de bloqueo al 10%, TX-100 al 0,2% y PBS.

3. Incubacion con los anticuerpos primarios. Las retinas se sumergieron durante tres
dias en una disolucién compuesta por: los anticuerpos primarios a la concentracion de

trabajo, sueros de bloqueo al 1%, TX-100 al 0,2% y PBS.

4. Lavado del tejido con PBS (3 x 30 min). Este paso eliminé los restos de anticuerpos

primarios que no habian reaccionado con el tejido.

5. Incubacion con los anticuerpos secundarios. Las retinas se sumergieron durante dos
dias en una solucién de PBS en la que se encontraban disueltos los anticuerpos

secundarios a la concentracion de trabajo.

6. Lavado del tejido con PBS (3 x 30 min). Este paso elimind los restos de anticuerpos
secundarios que no habian reaccionado con el anticuerpo primario y que quedaban

libres en el tejido pudiendo generar sefiales indeseables.
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7. Incubar con 200pl de DAPI (1:1000) en PBS durante 15 minutos.
8. Lavado del tejido con PBS (3 x 30 min).

9. Montaje del tejido. Montajes planos de retina. Las retinas se montaron “in toto” sin
deshidratar, usando para evitar la pérdida de fluorescencia Vectashield® Mounting
Medium (Vector Laboratories, S.L., Burlingame, U.S.A) sin DAPI. La superficie vitrea
de la retina se colocd hacia arriba en el portaobjetos, en contacto directo con el
cubreobjetos. Una vez cubiertas las retinas, para evitar el escape del medio de montaje,
los bordes del cubreobjetos fueron sellados contra el portaobjetos mediante laca de

uias.

En todos los estudios se realizaron controles de rutina para garantizar la especificidad del

inmunomarcaje realizado. Para ello, durante la incubacion, se procedio a eliminar los:

- Anticuerpos primarios, para determinar las posibles uniones inespecificas entre los

anticuerpos secundarios y el tejido.
- Anticuerpos secundarios, para determinar la presencia de autofluorescencia del tejido.

Debido a que en el estudio se realizaron técnicas de inmunotincion multiples (dobles), se
afnadieron controles adicionales para detectar posibles cruces inespecificos entre los
anticuerpos primarios y secundarios, tal y como queda reflejado de forma esquematica en la

Tabla 5.

Tabla 5. Controles de inmunohistoquimica.

c1 Cc2 c3 ca c5 Cé c7
Primario A + + + - = + -
Primario B + + = + - + -
Secundario A + - + + + = -
Secundario B - + + + + = -

Esquema de los controles de las técnicas inmunohistoquimicas multiples. El simbolo (+) indica
la presencia del anticuerpo y el simbolo (—) la ausencia de ellos.
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Tras esto, las muestras fueron enviadas en transporte urgente refrigerado al Instituto de
Investigaciones Oftalmologicas Ramoén Castroviejo en la Facultad de Medicina de la

Universidad Complutense de Madrid en Espafia para su analisis microscopico.

5.5.5 Estudio de la microglia Iba-1+ de la retina

Los montajes planos de retina marcados con los anticuerpos primarios anti-Iba-1 y anti-OX-6
se utilizaron para el estudio cualitativo y cuantitativo de la microglia. Estos se fotografiaron
con un microscopio optico de fluorescencia Axioplan 2 Imaging Microscope (Carl Zeiss,
Alemania) junto con el filtro adecuado (Filter set 10, Filter set 64 y Filter set 49. Carl Zeiss.
Alemania) que permitia observar el espectro de emision de los fluorocromos (488nm, 568nm
y 461nm), capturandose las imagenes con la cdmara digital de alta resolucion AxioCam HRm

(Photometrics. EEUU) acoplada a este microscopio (Figura 47, Figura 48 y Figura 49).

Para la visualizacion de los dobles marcajes Iba-1 y OX-6 se utilizd el dispositivo

ApoTome incorporado al microscopio Zeiss (Carl Zeiss, Alemania).

Filter Set 10 (438010-9901-000) » Price Basket
Dye Alexa 458

Efficiency / Transmittance [%]

f f t
700 800 900 1000 1100
Wavalangth [nm]

|: # Show total efficiency

Note: Filter Set 10
Additional compenents can influence efficiency

. # Excitation BP 450-430
] (| Beam Splitter FT 510
[ ¥ Emission BP 515-565
52 possible dyes found:
M| Alexa 488 v

Figura 47. Espectro de absorcion y emision del filtro empleado para la deteccion del Alexa-488.
Tomada de https://www.micro-shop.zeiss.com/
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Filter Set 64 HE (429064-0000-000) + Price Basket
Dye Alexa 565

e —

100 + P
a0 -4
m—_
70

60—+

Efficiency / Transmittance [%]

30 ,J,*

20 4

10 . A {

0 t —t & t t f

300 400 500 500 700 800 800 1000 1100
Wavalangth [nm])

[C # Show total efficiency

Mote: Filter Set G4 HE
Additienal compenents can influence efficiency.

B ¥ Excitafion BP 587/25 (HE)
] ¥ Beam Splitter FT 605 (HE)
[l ¥ Emission BP 647/70 (HE)
32 possible dyes found:
M| rlexa 568 v

Figura 48. Espectro de absorcion y emision del filtro empleado para la deteccion del Alexa-568.
Tomada de https://www.micro-shop.zeiss.com/

Filter Set 49 (435049-9901-000) + Price Baskeat
Dye DAPI

e — =

Efficiency / Transmittance [%]

T
700 800 900 1000 1100
Wawelength [nm]

E Show total efficiency

Note: Filter Set 49
Additienal components can influence efiiciency.

[l ¥ Excitation G 365
1 # Beam Spiitter FT 335
B # Emission BP 445/50
26 possible dyes found:
H 2P v

Figura 49. Espectro de absorcion y emisién del filtro empleado para la deteccion del DAPI.
Tomada de https://www.micro-shop.zeiss.com/
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La utilizacion de este dispositivo se realizo debido a que la formacion de imégenes de muestras
gruesas en microscopia de fluorescencia se ve comprometida por la sefial que se origina en las
regiones que no estan en el plano focal. El resultado es que la informacion de imagen nitida
que se origina en el plano focal esta superpuesta con informacién de imagen borrosa que surge
de areas distales, lo que implica una reduccion del contraste y de la resolucion de la dimension
axial (eje Z). El ApoTome permite obtener al microscopio de fluorescencia imagenes similares

a las obtenidas con un confocal, utilizando la iluminacién estructurada (Figura 50).

Esto se consigue usando una rejilla que se inserta en el plano del diafragma de campo en la via
de iluminacion del microscopio y se proyecta en la muestra. La imagen de la rejilla proyectada
se mueve sobre la muestra utilizando una placa de vidrio paralela a un plano que se inclina
hacia adelante y hacia atras en el eje de la luz. Al menos tres imagenes en bruto de la muestra
se adquieren con la estructura de la cuadricula superpuesta en diferentes posiciones. Estas
imagenes se procesan posteriormente en tiempo real utilizando el software del microscopio
para crear una seccion optica. El principio subyacente es que la cuadricula proyectada se hace
visible en el plano focal como resultado de las caracteristicas de la muestra que se excitan con
la luz estructurada. En regiones donde la luz no llega a la muestra (en efecto, las lineas de
cuadricula oscuras), no se genera fluorescencia. El software determina el contraste de la
cuadricula en funcidn de la ubicacion y elimina la informacion de la imagen fuera de foco antes
de clasificar las tres imagenes en una seccion Optica final. La imagen resultante se asemeja a
una seccion Optica de la muestra en el plano de enfoque. El resultado es una imagen con un

contraste y resolucion mejorada gracias a la optimizacion de la relacion senal-ruido (Figura

50).
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ZEISS ApoTome

Toggle ApoTome
Position

- Focused Light

€

Position 2

Cutaway View

Figura 50. Microscopia Optica con ApoTome (Zeiss). Arriba: Proyeccion de la rejilla de ApoTome
sobre la muestra en diferentes posiciones espaciales diferentes en el plano de enfoque. Abajo:
llustracién esquematica de la proyeccién de la rejilla y resultado final de la muestra. Modificadas de
https://www.zeiss.com/microscopy/us/products/imaging-systems/apotome-2-for-biology.html

5.5.6 Estudio cuantitativo de las células Iba-1+ de la retina

Para llevar a cabo un andlisis estadistico mas correcto de los tejidos se decidid dividir las
poblaciones de las células Iba-1+ analizadas, en dos plexos diferentes el de la CPE y el
complejo CPI+CFN-CCG, que a partir de ahora se denominard complejo de capas internas
de la retina (CCI). Esto fue debido a que estas células Iba-1+ se encuentran muy proximas en

las capas anteriormente mencionadas haciendo imposible la correcta separacion de las mismas.

Para el estudio de la microglia en la retina de estas capas, las imagenes fueron capturadas a
20X, que proporcionaba un campo de analisis de 0,1502mm?, en los ejes retinianos X e Y,

tomando como referencia el disco optico.

Se dividio la retina en 4 campos: superior, nasal, inferior y temporal y en cada campo se
fotografiaron 3 areas distintas, un area cercana al disco 6ptico, un area intermedia y un
area periférica. Esta toma de fotografias fue realizada de esta forma para seleccionar zonas

representativas del total de la retina.
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En cada una de estas areas se tomaron una serie de imagenes en el eje Z del espesor total de la

CPE y del CCI. En las imagenes del eje Z se us6 el médulo Extended Focus de AxioVision

(Zeiss) que lo que permitia era extraer los detalles de foco de imagenes en diferentes planos

focales y generar una imagen con una mayor profundidad de foco.

Todas las imagenes seleccionadas se capturaron teniendo en cuenta que no hubiese ausencia o

rotura del tejido y que no se solapara con otra imagen.

Por consiguiente, en total se analizaron 12 campos por cada capa, que constituyd a 24 imagenes

por retina. Lo que corresponde a 192 imagenes en el grupo 3xTgAD y 192 imégenes en el

grupo control. (Figura 51).

Inferior

00
‘)JJ,)QQ,)J/QJJMIQ [/

’//:l Capa de fibras nerviosas
S
Q (>< %) ] capa plexiforme interna

,ﬁj Capa plexiforme externa

Figura 51. Esquema del montaje plano de retina de las localizaciones de las imagenes tomadas en
el eje vertical y horizontal. Modificada de De Gracia et al. 2015 *°,

5.5.6.1 Estudio del numero de céelulas Iba-1+ de la retina.

Sobre las imagenes previamente obtenidas a 20X, se contabiliz6 manualmente por cada

fotografia el nimero de somas de la microglia Iba-1+, usando la herramienta de contaje

manual incluida en el software Interactive Measurement del programa AxioVision, que estd

incorporado en el microscopio (Figura 52).



150

MATERIAL Y METODOS

Numero de células

CPEy CCl
12 campos porcapa 192
2 capas imagenes cuantificadas
8 animales porgrupo porgrupo

Figura 52. Analisis del nimero de células Iba-1+ en CPE y CCl.

5.5.6.2 Estudio del tamaiio del soma de las céelulas Iba-1+ de la retina.

La determinacion del tamafio del soma se realizd con las mismas imagenes mediante la
herramienta Interactive Measurement del programa AxioVision (Figura 53). Esta herramienta

permite mediante la delimitacién manual del contorno del soma conocer el valor en um?.

Para la medicion del tamano del soma se eligieron 3 microglias en cada imagen a 20X, lo que
constituia la medicion total de 576 somas de células Iba-1+ en cada grupo a estudio (Figura

53).
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Figura 53. Andlisis del soma de las células Iba-1+ en CPE y CCI.

5.6 Método estadistico aplicado

El andlisis estadistico se realiz6 usando el software del programa estadistico IBM SPSS

Statistics 25 (SPSS©, Inc, Chicago, IL, USA) para Windows.

5.6.1 Estadistica descriptiva

Se analizaron los datos demograficos (edad, sexo, nivel educativo y MMSE) de los pacientes
incluidos en el estudio, asi como los parametros obtenidos en las diferentes pruebas, se

utilizaron la media (M) y la desviacion estandar (DE).

5.6.2 Estadistica analitica

A la hora de realizar el estudio estadistico de las diferentes variables se eligio un ojo al azar de

cada paciente como muestras independientes.
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Para analizar las diferencias entre los grupos para variables continuas se utilizo el test no

paramétrico U de Mann Whitney.

Se calcularon las curvas de rendimiento diagnostico ROC (Receiver Operating Characteristic)
de todas las pruebas realizadas para los controles y los pacientes con EA leve. Se calcularon
los indices de validez: sensibilidad y especificidad. En todos los casos se calcul6 el intervalo

de confianza al 95%.

Fl estudio de la correlacion entre variables se llevd a cabo utilizando el coeficiente de

correlacion bivariada de Pearson (r).

En todos los contrastes de hipotesis se rechazo la hipdtesis nula con un p-valor <0,05. Dado
que durante el andlisis de la muestra el p-valor mostro6 diferentes niveles de significacion segun

acuerdo:

Tabla 6. Significacion estadistica. Equivalencias entre los p-valores y las grafias empleadas en el
estudio para diferenciar los distintos niveles de significacion estadistica.

* P<0,05
*x P<0,01
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6.1 Analisis descriptivo demografico

La muestra incluida en el estudio cont6 con 40 pacientes control, 39 pacientes con EA leve

y 21 pacientes con EA moderada.

No en todas las pruebas o en todas las medidas analizadas se incluyeron todos los datos de
todos los pacientes. Esto fue debido a que, por las caracteristicas propias de cada paciente,
hubo algunos valores que tuvieron que ser desestimados; ya sea por la poca colaboracion
por parte del paciente, debido a su estado cognitivo o a la transparencia de sus medios,
donde alguno de los pardmetros analizados con la OCT no permitian una correcta
fiabilidad de las medidas proporcionadas por el software. En cada uno de los apartados se
ha indicado el nimero de sujetos que finalmente se han incluido para cada una de las

pruebas.

6.1.1 Analisis de la edad de la muestra.

La edad media del estudio fue de 76,33 + 2,97 en el grupo control, 77,08 = 4,09 en el grupo
de EA leve y 78,48 + 4,01 en el grupo de EA moderada; sin existir diferencia significativa

entre los grupos (p>0.05) (Tabla 7, Grafica 1).

Tabla 7. Analisis de la edad de los grupos de estudio

Control EA leve EA moderada P-valor
Control vs Control vs EA
(n=40) (n=39) (n=21) EA leve EA moderada
Moderada vs EA leve
Edad 76,33 £2,977 77,08 £ 4,09 78,48 + 4,01
0,275 0,051 0,409
(rango) (72-84) (70-84) (75-85)

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 1. Edad media de los grupos de estudio.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer).
**p<0.01; Test de Mann-Whitney.

6.1.2 Analisis de sexo y etnia de la muestra.

En el estudio los pacientes controles un 65% fueron mujeres, mientras que un 35% fueron
hombres. El grupo EA leve, el 61.5% fueron mujeres y el 38.5% fue hombres. En el grupo
de EA moderada el 71,4% de los pacientes fueron mujeres y el 28,6% fueron hombres. En
todos los grupos hubo una mayor representacion de mujeres que no representaba diferencias
significativas entre los grupos (p>0.05). Todos los participantes fueron de origen caucasico

(Tabla 8, Gréfica 2).

Tabla 8. Andlisis demografico del sexo y etnia de los grupos de estudio

Control EA leve EA moderada P-valor
Control vs Control vs EA
(n=40) (n=139) (n=21) EA moderada vs
EA leve
moderada EA leve
Género
Hombre 14 15 6 0,751 0,614 0,447
Mujer 26 24 15
Raza Caucasica Caucasica Caucdsica

n: tamafio muestral; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus)
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Grafica 2. Porcentaje del género de los pacientes incluidos en el estudio separados por grupos
en funcidn del estado cognitivo (EA: Enfermedad de Alzheimer).

6.1.3 Analisis de MMSE de la muestra.

El test de MMSE, el cual valora el estado cognitivo del paciente, siendo la valoraciéon de 0
a 30, donde una puntacion de 30 indica que el paciente ha contestado a todas las preguntas

de forma correcta y por debajo de 25 puntos hay una sospecha patologica.

Los valores medios de MMSE fueron de 28,58 + 1,83 en el grupo control, de 25,18 + 3,80
en el grupo de EA leve y de 19,89 + 2,76 en el grupo de EA moderada; existiendo diferencias

significativas entre los 3 grupos de estudio (p<0,01, en todos los casos) (Tabla 9, Grafica 3).

Tabla 9. Analisis del MMSE de los grupos de estudio

Control EA leve EA moderada P-valor
Controlvs EA Controlvs EA EA moderada
(n=40) (n=39) (n=21) leve Moderada vs EA leve

MMSE 28,58 +1,83 25,18 + 3,80 19,89+ 2,76 <0,001** <0,001** <0,001%*

Media * DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; MMSE: Mini Mental State Examination; DE: desviacién estandar)
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Grafica 3. Valores del MMSE de los pacientes de los 3 grupos de estudio.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer).
**p<0.01; Test de Mann-Whitney.

6.1.4 Analisis de los factores de riesgo cardiovascular de la muestra.

En la muestra se analizaron por separado todos los factores de riesgo cardiovascular en los
que el paciente estaba en tratamiento y se compararon su incidencia entre los 3 grupos a

estudio.
Hipertension arterial

En el grupo control, un 67,5% de los pacientes estaba en tratamiento debido a altos valores
de tension arterial, mientras que el grupo EA leve el porcentaje de pacientes tratados de
hipertension arterial fue de un 56,4% y de un 42,9% en el grupo de EA moderada. Estos
porcentajes no mostraban diferencias significativas (p>0,05) entre ninguno de los tres grupos

de estudio (Tabla 10, Grafica 4).
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Tabla 10. Analisis de la incidencia de hipertension arterial de los grupos de estudio

Control EA leve EA moderada P-valor
Controlvs Controlvs EA EA moderada
(n=40) (n=39) (n=21) EA leve Moderada vs EA leve
Tto. Hipertension arterial
Si 27 (67,5%) 22 (56,4%) 9 (42,9%) 0,313 0,096 0,410
No 13 (32,5%) 17 (43,6%) 12 (57,4%)

n(%); *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; Tto.: Tratamiento; n: nimero de pacientes)

Tratamiento Hipertension Arterial
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Grafica 4. Porcentaje de la incidencia de tratamiento de la hipertension arterial en la muestra
de pacientes incluidos en el estudio separados por grupos en funcion del estado cognitivo
(EA: Enfermedad de Alzheimer).

Diabetes

La incidencia de diabetes en el grupo control fue de un 12,5%, en el grupo EA leve de un
17,9% y en el grupo de EA moderada de un 19,0%. En el andlisis estadistico entre los tres

grupos no se encontrd ninguna diferencia significativa (p>0,05) en la incidencia de diabetes
(Tabla 11, Grafica 5).
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Tabla 11. Analisis de la incidencia de diabetes de los grupos de estudio

Control EA leve EA P-valor
moderada
Control vs Control vs EA
(n=40) (n=39) (n=21) EA leve EA moderada vs
Moderada EA leve
Tto. Diabetes
Si 5(12,5%) 7 (17,9%) 4 (19,0%)
0,503 0,447 0,849

No 35 (85,5%) 32 (82,1%) 16 (76,2%)

n(%); *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; Tto.: Tratamiento; n: nimero de pacientes)

Tratamiento Diabetes
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Grafica 5. Porcentaje de la incidencia de tratamiento de la diabetes en la muestra de pacientes
incluidos en el estudio separados por grupos en funcion del estado cognitivo
(EA: Enfermedad de Alzheimer).

Hipercolesterolemia

El andlisis del tratamiento de hipercolesterolemia mostrd que en el grupo control un 55,0%
estaba en tratamiento, en la EA leve los pacientes en tratamiento fueron un 48,7% y en el
grupo de EA moderada un 57,1%. En el analisis estadistico ningun grupo mostro diferencias

significativas (p>0,05) en el tratamiento de la hipercolesterolemia (Tabla 12,Grafica 6).
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Tabla 12. Andlisis de la incidencia de hipercolesterolemia de los grupos de estudio

EA

Control EA leve P-valor
moderada
Control vs Control vs EA
(n=40) (n=39) (n=21) EA leve EA moderada

Moderada vs EA leve

Tto. Hipercolesterolemia

i 22(55,0%) 19(48,7%) 12 (57,1%)
No 18(450%) 20(51,3%) 8(381%)  O°° 0,715 0,415

n(%); *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; Tto.: Tratamiento; n: numero de pacientes)

Tratamiento Hipercolesterolemia
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Grafica 6. Porcentaje de la incidencia de tratamiento de la hipercolesterolemia en la muestra de
pacientes incluidos en el estudio separados por grupos en funcion del estado cognitivo
(EA: Enfermedad de Alzheimer).

Demencia

Los valores de tratamiento de la demencia en el grupo control fueron de un 0%, en el grupo
de EA leve un 51,3% tenian tratamiento para su demencia y en el grupo de EA moderada
un 81,0%. El grupo de EA leve respecto al control mostraba un aumento significativo de la
incidencia de tratamiento (p<0,001). El grupo EA moderada mostraba un aumento
significativo en la incidencia de tratamiento tanto con el grupo EA leve (p<0.001) como con

respecto al grupo control (p<0,05) (Tabla 13, Grafica 7).
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Tabla 13. Andlisis de la incidencia de tratamiento para la demencia de los grupos de estudio

Control EA leve EA moderada P-valor
Control vs EA Control vs EA EA moderada
(n=40) (n=39) (n=21) leve Moderada vs EA leve
Tto. Demencia
Si 0(0,0%) 20 (51,3%) 17 (81,0%)
<0,001** <0,001** 0,012*
No 40 (100,0%) 19 (48,7%) 3(14,3%)

n(%); *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney. (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; Tto.: Tratamiento; n:
numero de pacientes)
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Grafica 7. Porcentaje de la incidencia de tratamiento para la demencia en la muestra de
pacientes incluidos en el estudio separados por grupos en funcién del estado cognitivo
(EA: Enfermedad de Alzheimer).

6.1.5 Analisis de la presion intraocular de la muestra.

El andlisis de la PIO en los controles mostr6 unos valores de 13,15 2,39 mmHg, en el grupo

con EA leve de 13,03 + 1,70 mmHg y en el grupo de EA moderada de 13,06 + 1,77 mmHg.

En el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos de

estudio (p>0,05) (Tabla 14, Grafica 8).
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Tabla 14. Analisis PIO de los grupos de estudio.

Control EA leve EA moderada P-valor
EA
Control vs Control vs EA
(n=40) (n=139) (n=21) EA leve Moderada moderada vs
EA leve
PIO 13,15+2,39 13,03 +1,70 13,06 £1,77 0,940 0,986 0,822

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; PIO: Presidn Intraocular (mmHg); DE: desviacion

estandar)
PIO
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Grafica 8. Valores de la PIO de los pacientes de los 3 grupos de estudio.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer).
**p<0.01; Test de Mann-Whitney.
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6.2 Analisis estadistico test psicofisicos

6.2.1 Agudeza Visual.

Los valores medios de la AV en el control fueron de 0,97 &+ 0,08, en los pacientes con EA
leve fueron de 0,86 + 0,14 y en los pacientes con EA moderada los valores medios fueron

0,86 + 0,15 todos medidos en la escala decimal (Tabla 15, Grafica 9).

Tanto los pacientes con EA leve, como los pacientes con EA moderada mostraban una
disminucion significativa (p<0.01) de la AV respecto al grupo control. Entre el grupo con
EA leve y EA moderada no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) (Tabla 15,

Grafica 9).

Eldescenso de la AV en el grupo con EA leve fue de 10,91% y en el grupo con EA moderada
fue de 11,40%, ambos respecto al grupo control. (Tabla 15, Grafica 9).

Agudeza Visual
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Control EA leve EA moderada

Grafica 9. Valores de agudeza visual entre los grupos de estudio.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer; dec: decimal).
**p<0.01; Test de Mann-Whitney.
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Tabla 15. Agudeza visual de los grupos estudiados

EA EA EA moderadavs EA moderada vs
Control EA leve vs control
leve moderada control EA leve
% % % P-
n=40) (n=30 n=17 . . P-valor . P-valor .
( ) ) ) diferencia diferencia diferencia valor
Agudeza 0,97 + 0,86 + 0,86 +
H ’ - ’ - ’ - _ * % _ * % N
\(/;seuca)l 0,08 0,14 0,15 10,91 <0,001 11,40 0,003 0,55 0,921

Media + DE; **P < 0,01 Test de Mann Whitney (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; dec: escala
decimal; DE: desviacion estandar)

6.2.2 Sensibilidad al contraste

Las medidas de SC se realizaron con los valores logaritmicos que provee el fabricante.

El nimero de pacientes que pudo completar la prueba de SC fueron 39 controles, 39 EA leve

y 18 EA moderada.

El estudio de la SC en los pacientes con EA leve respecto a los controles mostré que habia
un descenso significativo en todas las frecuencias espaciales (3 cpg (1,45 £ 0,31, EA leve vs
1,65 + 0,18, control) (p<0,001), 6 cpg (1,63 £ 0,28, EA leve vs 1,90 £ 0,21, control)
(p<0,001), 12 cpg (1,20 + 0,29, EA leve vs 1,53 + 0,23, control) (p<0,001), y 18 cpg (0,66
+0,35,EAlevevs 1,11 +0,25, control) (p<0,001)). Esta caida significativa en las frecuencias
espaciales de los pacientes con EA leve iba en aumento cuanto mayor era la frecuencia
espacial; donde la frecuencia de 3 cpg disminuia en un -12,47%, la frecuencia de 6 cpg -
14,29%, la frecuencia de 12 cpg -21,75% hasta llegar a la maxima caida que se registr6 en
la frecuencia de 18 cpg con un descenso en los pacientes con EA leve de -40,67% respecto

al grupo control (Tabla 16, Grafica 10).

Tabla 16. Sensibilidad al contraste de las distintas frecuencias espaciales estudiadas entre el
grupo control y el grupo EA leve

Control EA leve EA leve vs control
(n=39) (n=39) % diferencia P-valor
3 1,65+0,18 1,45+0,31 -12,47 <0,001%*
Sensibilidad al 6 1,90+0,21 1,63 +0,28 -14,29 <0,001%*
contraste (cpg) 12 1,53 +0,23 1,20+£0,29 -21,75 <0,001%*
18 1,11+ 0,25 0,66 + 0,35 -40,67 <0,001%*

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; cpg: ciclos por grado; DE: desviacidn estandar)
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Sensibilidad al contraste
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Grafica 10. Valores de sensibilidad al contraste entre los grupos control y EA leve para las
frecuencias espaciales de 3, 6, 12 y 18 cpg. Valores medios y desviacion estandar (EA:
Enfermedad de Alzheimer; SC: sensibilidad al contraste; cpg: ciclos por grado). **p<0.01. Test de
Mann-Whitney.

Cuando se analizo el grupo con EA moderada respecto al grupo control se observo, al
igual que anteriormente, que la SC sufria un descenso significativo (p<0,01) en todas las
frecuencias espaciales analizadas (3 cpg (1,50 + 0,20, EA moderada vs 1,65 + 0,18, control)
(p<0,001), 6 cpg (1,58 = 0,30, EA moderada vs 1,90 + 0,21, control) (p<0,001), 12 cpg (1,14
+ 0,32, EA moderada vs 1,53 + 0,23, control) (p<0,001), y 18 cpg (0,70 + 0,39, EA moderada
vs 1,11 = 0,25, control) (p<0,001)), donde se repetia el patréon de bajada con un mayor
descenso en las frecuencias espaciales mayores. El descenso en el grupo de EA moderada
respecto al control en el examen de 3 cpg fue de -9,16%, en 6 cpg fue de -16,94%, en la
frecuencia de 12 cpg de -25,41% y el mayor descenso se registro en la frecuencia de 18 cpg

con un -36,98% (Tabla 17, Grafica 11).
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Tabla 17. Sensibilidad al contraste de las distintas frecuencias espaciales estudiadas entre el
grupo control y el grupo EA moderada

Control EA moderada EA moderada vs control
(n=39) (n=18) % diferencia P-valor
1,65+0,18 1,50+0,20 -9,16 0,009**
Sensibilidad al 6 1,90 + 0,21 1,58 + 0,30 -16,94 <0,001**
contraste (cpg) 12 1,53+0,23 1,14 £0,32 -25,41 <0,001**
18 1,11+ 0,25 0,70£0,39 -36,98 <0,001**

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; cpg: ciclos por grado; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 11. Valores de sensibilidad al contraste entre los grupos control y EA moderada para las
frecuencias espaciales de 3, 6, 12 y 18 cpg. Valores medios y desviacion estandar (EA:
Enfermedad de Alzheimer; SC: sensibilidad al contraste; cpg: ciclos por grado). **p<0.01. Test de
Mann-Whitney.

Comparando que ocurria entre los pacientes con EA moderada respecto a la EA leve no se
encontr6 ninguna diferencia significativa (p>0.05) en ninguna de las 4 frecuencias espaciales
estudiadas (3 cpg (1,50 + 0,20, EA moderada vs 1,45 £ 0,31, EA leve) (p>0,05), 6 cpg (1,58
+ 0,30, EA moderada vs 1,63 + 0,28, EA leve) (p>0,05), 12 cpg (1,14 £ 0,32, EA moderada
vs 1,20 £ 0,29, EA leve) (p>0,05), y 18 cpg (0,70 + 0,39, EA moderada vs 0,66 £ 0,35, EA
leve) (p>0,05)). El porcentaje de variacion entre los dos grupos con EA registro valores muy

bajos, donde las frecuencias de 3 y 18 cpg mejoraban levemente en el grupo de EA
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moderada, mientras que las frecuencias de 6 y 12 cpg empeoraban en el mismo grupo

comparandolo con los EA leves (Tabla 18, Grafica 12).

Tabla 18. Sensibilidad al contraste de las distintas frecuencias espaciales estudiadas entre
el grupo EA leve y el grupo EA moderada

EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=39) (n=18) % diferencia P-valor
3 1,45+0,31 1,50+0,20 3,78 0,422
Sensibilidad al 6 1,63+0,28 1,58+0,30 -3,08 0,373
contraste (cpg) 12 1,20+ 0,29 1,14+0,32 -4,68 0,599
18 0,66 £ 0,35 0,70£0,39 6,23 0,781

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; cpg: ciclos por grado; DE: desviacion estandar)
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Grafica 12. Valores de sensibilidad al contraste entre los grupos EA leve y EA moderada para las
frecuencias espaciales de 3, 6, 12 y 18 cpg. Valores medios y desviacion estandar (EA:
Enfermedad de Alzheimer; SC: sensibilidad al contraste; cpg: ciclos por grado). **p<0.01. Test de
Mann-Whitney.

En la Tabla 19 y en la Grafica 13 se resumen todos los resultados obtenidos al estudiar las

4 frecuencias espaciales con el test de SC entre los tres grupos de estudio.
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Tabla 19. Sensibilidad al contraste de las distintas frecuencias espaciales estudiadas

EA EA moderada vs EA moderada vs
Control EA leve EA leve vs control
moderada control EA leve
% % % P-
(n=39) (n=39) (n=18) diferencia P-valor diferencia P-valor diferencia valor

3 165+0,18 1,45+0,31 1,50+0,20 -12,47 <0,001** -9,16 0,009** 3,78 0,422

Sensibilidad g 190+0,21 1,63+0,28 1,58+0,30 -14,29 <0,001** -16,94 <0,001** -3,08 0,373

al contraste

(cpg) 12 1,53+0,23 1,20+0,29 1,14+0,32 -21,75  <0,001** -25,41  <0,001%** -4,68 0,599
18 1,11+0,25 0,66+0,35 0,70+0,39 -40,67  <0,001** -36,98 <0,001** 6,23 0,781
Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; cpg: ciclos por grado; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 13. Valores de sensibilidad al contraste entre los grupos de estudio para las frecuencias
espaciales de 3, 6, 12 y 18 cpg. Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de
Alzheimer; SC: sensibilidad al contraste; cpg: ciclos por grado). **p<0.01 control vs EA leve;
t1p<0.01 control vs EA moderada; Test de Mann-Whitney.

6.2.3 Percepcion del color

El nimero de pacientes que pudo completar el test de Farnsworth fueron 37 controles, 39

EA leve y 20 EA moderada.

Errores totales.
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El andlisis del total de errores inespecificos en el test de Farnsworth entre el grupo de EA
leve comparado con el grupo control mostré que los EA leve cometian un mayor niamero
de errores inespecificos (6,5 = 3,5) comparados con el grupo control (5,0 £ 3,1). Esta
diferencia era significativa con un valor de p=0,034. El aumento de errores en los EA leve

suponia un incremento de fallos de un 30,96% respecto al control (Tabla 20, Grafica 14).

Los pacientes con EA moderada tenian un aumento significativo (p<0,001) del nimero de
fallos (11,6 + 6,0) comparados a los controles (5,0 &= 3,1). Este incremento de fallos era de

un 132,26% sobre el grupo control (Tabla 20, Grafica 14).

Al comparar entre los dos grupos con EA se encontr6 que los pacientes con EA moderada
cometian significativamente (p<0,001) mas fallos (11,6 £ 6,0) que los pacientes con EA leve
(6,5 £ 3,5). El incremento de errores de los pacientes con EA moderada era de un 77,34%

(Tabla 20, Grafica 14).

Tabla 20. Errores totales en el test Farnsworth entre los 3 grupos de estudio.

Control EAleve EA moderada EA leve vs control EA moderada vs EA moderada vs EA

control leve
% P- % %
(n=37) (n=39) (n=20) diferencia valor diferencia P-valor diferencia P-valor
f:t‘;::: 50£3,1 65%35 11,660 30,96  0,034* 132,26 <0,001** 77,34  0,001**

Media  DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 14. Percepcion del color en los pacientes del estudio. Anilisis de los errores totales.
Valores medios y desviacidn estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). *p<0.05; **p<0.01; Test
de Mann-Whitney
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Errores region del tritan.

El analisis de pacientes con EA leve respecto a controles mostré un aumento significativo
(p<0.01) en el numero de errores en la region del azul, con valores de 3,6 + 1,9 en los EA
leve mientras que los controles cometian 2,2 + 1,7 fallos en esta region. Este incremento de

fallos en los EA leve fue de un 63,98% respecto al grupo control (Tabla 21, Gréfica 15).

Al comparar el grupo de EA moderada respecto al control el aumento también fue
significativo (p>0,001) donde los pacientes con EA moderada tenian valores de 5,4 + 3,1,
mientras que los controles 2,2 + 1,7. Este incremento de fallos suponia un aumento del

144,38% comparado con el control (Tabla 21, Grafica 15).

Los valores analizados entre los dos grupos de EA mostraron que los pacientes con EA
moderada presentaban significativamente mas nimero de fallos (5,4 &+ 3,1) respecto a los EA
leve (3,6 = 1,9) (p<0,001). Este incremento del nimero de fallos correspondia a un 49,04%

respecto a los controles (Tabla 21, Grafica 15).

Tabla 21. Errores inespecificos en el eje del tritan en el test Farnsworth entre los 3 grupos de estudio.

EA EA moderada vs EA moderada vs EA
Control EA leve EA leve vs control
moderada control leve
% % %
(n=37)  (n=39)  (n=20) diferencia P-valor diferencia P-valor diferencia P-valor
f;;:;es 22+1,7 3,6+1,9 54+31 6398 0,002** 144,38 <0,001** 49,04  0,017*

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 15. Percepcion del color en los pacientes del estudio. Andlisis de los errores inespecificos
en la region del tritan. Valores medios y desviacién estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer).
*p<0.05; **p<0.01; Test de Mann-Whitney

Errores region del deutdn.

El analisis de los errores inespecificos del eje rojo-verde mostré que los pacientes con EA
leve (3,2 + 1,7) tenian un aumento significativo del numero de errores respecto a los
controles (2,0 + 2,0), donde el p-valor era de 0,003. Este aumento correspondia a un 59,89%

mas de fallos respecto a los controles (Tabla 22, Grafica 16).

Comparando el grupo de EA moderada respecto a los controles este incremento era
significativamente mayor (p<0,001) donde los pacientes con EA moderada tenian una media
de errores de 5,1 £ 2,5 y los controles de 2,0 + 2,0; constituyendo un incremento de un

158,49% el nimero de fallos (Tabla 22, Grafica 16).

Por ultimo, al comparar lo ocurrido entre los dos grupos con EA se encontr6 que el grupo
con EA moderada (5,1 £ 2,5) tenia significativamente mas fallos que los EA leve (3,2 + 1,7).
El incremento de fallos en el grupo de EA moderada correspondia a un 61,71% (Tabla 22,

Grafica 16).
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Tabla 22. Errores inespecificos en el eje del deutan en el test Farnsworth entre los 3 grupos de
estudio

Control EAleve EA EA leve vs control EA moderada vs EA moderada vs
moderada control EA leve
% % %
- - - - - - I
(n=37) (n=39) (n=20) diferencia P-valor diferencia P-valor diferencia P-valor
Errores
. 20£2,0 3,2+1,7 51%25 59,85  0,003** 15849  <0,001** 61,71  0,002**
deutan
Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 16. Percepcidn del color en los pacientes del estudio. Andlisis de los errores inespecificos
en la region del deutan.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). *p<0.05; **p<0.01; Test
de Mann-Whitney

En la Tabla 23 y Grafica 17 se resumen los resultados de la exploracion de la vision
cromatica: errores totales, errores inespecificos de la region del tritan y del deutan y su

comparativa entre los 3 grupos estudiados.
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Tabla 23. Percepcidn del color entre los grupos estudiados

Control EA leve EA EA leve vs control EA moderada vs EA moderada vs EA
moderada control leve
% % %
(n=37) (n=39) (n=20) diferencia TV giferencia T V%" diferencia T-V21o"
Errores
Totales 50+3,1 6,5+3,5 11,6 £6,0 30,96 0,034* 132,26 <0,001** 77,34 0,001**
Tritan 2,2+1,7 3,6+1,9 54+3,1 63,98 0,002** 144,38 <0,001** 49,04 0,017*
Deutan 2,0+£2,0 3,2+1,7 51+2,5 59,85 0,003** 158,49 <0,001** 61,71 0,002**
Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 17. Percepcion del color en los pacientes del estudio. Andlisis de los errores totales, los
defectos inespecificos en el eje del tritan y los defectos inespecificos en el eje del deutan.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). *p<0.05; **p<0.01; Test

de Mann-Whitney

6.2.4 Test Digital de Percepcion

El TDP lo pudieron realizar correctamente un total de 40 pacientes controles, 38 pacientes

con EA leve y 20 con EA moderada.
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Los valores del TDP presentan un rango de 0 a 15, donde cada lamina contestada

correctamente otorga un punto; por lo tanto, a mayor puntuacion mejor realizado el test.

Al analizar las puntuaciones de los pacientes con EA leve respecto a los controles se
observé que los pacientes con EA leve (11,47 + 3,45) presentaban una puntuacién menor
significativamente (p<0,001) respecto al grupo control (13,92 + 1,33). Donde en los
pacientes con EA leve mostraban una puntuacion un -17,59% mas baja respecto a los

controles (Tabla 24, Grafica 18).

Tabla 24. Analisis del Test Digital de Percepcidn entre los grupos EA leve y control

Control EA leve EA leve vs control
(n=39) (n=38) % diferencia P-valor
TDP 13,92 +1,33 11,47 £ 3,45 -17,59 <0,001**

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs:
versus; TDP: Test digital de percepcidn; DE: desviacion estandar)

Test Digital de Percepcion
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Control EA leve

Grafica 18. Test de percepcion digital en los pacientes control y EA leve.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). **p<0,01; Test de Mann-
Whitney

Esta diferencia significativa (p<0,001) se mantenia al comparar el grupo EA moderada
respecto al control. El grupo EA moderada tenia puntuaciones de 11,70 = 1,89; mientras
que los controles eran de 13,92 + 1,33; siendo este descenso de un -15,97% (Tabla 25,
Grafica 19).
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Tabla 25. Andlisis del Test Digital de Percepcion entre el grupo EA moderada y control.

Control EA moderada EA moderada vs control
(n=39) (n=20) % diferencia P-valor
TDP 13,92 +1,33 11,70 +£1,89 -15,97 <0,001**

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; TDP: Test digital de percepcion; DE: desviacion estandar)

Test Digital de Percepcion
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Grafica 19. Test de percepcion digital en los pacientes control y EA moderada.
Valores medios y desviacién estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). **p<0,01; Test de Mann-
Whitney

Sin embargo, al comparar los pacientes con EA moderada respecto al grupo con EA leve
no habia una diferencia significativa (p>0,05) con un leve incremento de puntuacion en el

grupo EA moderada de un 1,97% (Tabla 26, Grafica 20).

Tabla 26. Analisis del Test Digital de Percepcion entre los grupos EA moderada y EA leve.

EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=38) (n=20) % diferencia P-valor
TDP 11,47 + 3,45 11,70+ 1,89 1,97 0,650

Media  DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; TDP: Test digital de percepcion; DE: desviacion estandar)
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Grafica 20. Test de percepcion digital en los pacientes con EA leve y EA moderada.
Valores medios y desviacion estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). Test de Mann-Whitney

En la Grafica 21 y Tabla 27 se resumen los resultados de la exploracion del test TDP y su

comparativa entre los 3 grupos estudiados.

Test Digital de Percepcion
%k %k

* 3k
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Numero de ldminas correctas

Control EA leve EA moderada

Grafica 21. Test de percepcion digital en los pacientes del estudio. Valores medios y desviacién
estandar (EA: Enfermedad de Alzheimer). **p<0,01; Test de Mann-Whitney
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Tabla 27. Analisis del Test Digital de Percepcion entre los grupos estudiados

EA EA moderada vs EA moderada vs
Control EA leve EA leve vs control
moderada control EA leve
_ _ _ % % %
(n=40) (n=38) (n=20) diferencia P VIO Giterencia  PVAIOT  icrencia  P-valor
13,92+ 11,47 + 11,70 + o .
TDP 133 345 189 17,59 <0,001 15,97 <0,001 1,97 0,650

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; TDP: Test digital de percepcion; DE: desviacion estandar)

6.3 Analisis estadistico de las pruebas estructurales de retina.

6.3.1 Estudio del espesor total de la macula mediante OCT.

Analisis de la macula mediante sectores circulares concéntricos.

El andlisis de OCT de la macula lo pudieron realizar correctamente un total de 34 pacientes
controles, 36 pacientes con EA leve y 13 con EA moderada. Ninguno de estos pacientes
incluidos present6 durante el examen ninguna refijacion, alteracion en la retina u opacidad

que pudiera dar lugar a medidas erroneas en el andlisis de OCT.

Al analizar los resultados obtenidos en la OCT macular mediante sectores circulares
concéntricos se observo en los pacientes con EA leve respecto a los controles que habia un
descenso significativo de espesor en la fovea (228,28 + 19,64, EA leve vs 247,65 + 23,98,
control) (p<0,001), y en el anillo macular interior en los sectores superior (291,42 + 17,45,
EA leve vs 299,94 + 15,43, control) (p<0,05), inferior (287,58 = 17,26, EA leve vs 298,06 +
15,76, control) (p<0,01) y temporal (279,19 = 17,72, EA leve vs 290,32 + 15,86, control)
(p<0,01). El mayor descenso significativo se encontrd en la fovea (-7,8%), seguido por el
anillo macular temporal (-3,8%), el inferior (-3,5%) y el superior (-2,8%). Todos los
parametros analizados, a pesar de que algunos no son significativos, muestran un descenso
de espesor respecto al control excepto en el anillo macular exterior el sector inferior, donde
existe un leve incremento de un 1,4% en el grupo EA leve respecto al control (Tabla 28,
Grafica 22). En la Grafica 22 se encuentra una representacion colorimétrica de las
variaciones porcentuales entre los dos grupos pudiendo observarse una prevalencia de los

colores rojos indicando adelgazamiento.
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Tabla 28. Analisis del espesor macular circular entre los grupos EA leve y control

Control EA leve EA leve vs control
(n=34) (n=36) % diferencia P-valor
Févea 247,65 + 23,98 228,28 £19,64 -7,8 0,001 **
Superior 299,94 + 15,43 291,42 £17,45 -2,8 0,014*
Anillo macular Nasal 297,74 24,43 294,26 +19,57 -1,2 0,158
interior Inferior 298,06 +15,76 287,58 +17,26 -3,5 0,006**
Temporal 290,32 + 15,86 279,19+ 17,72 -3,8 0,005**
Superior 255,21 +13,58 253,89+ 14,16 -0,5 0,687
Anillo macular Nasal 271,18 +14,39 268,46+ 15,36 -1,0 0,264
exterior Inferior 248,67 + 16,64 252,03 + 16,14 1,4 0,404
Temporal 248,47 + 24,73 240,67 + 24,02 -3,1 0,321
Espesor central 208,88 + 26,46 197,67 £ 22,94 -5,4 0,137
Espesor medio 263,87 +£14,16 260,10 + 14,67 -1,4 0,173
Volumen macular 7,46 £ 0,40 7,35+0,41 -1,4 0,197

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

EA leve
vs control

.amiento Engrosamie'

Grafica 22. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA leve vs
control en el andlisis de sectores de la macula mediante sectores circulares concéntricos. En rojo
adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias
significativas *p<0,05; **p<0,01.

En el andlisis de los pacientes con EA moderada respecto a los controles ninguno de los
valores maculares medidos mediante el analisis de circulos concéntricos tuvo significacion
estadistica (p>0,05), mostrando el grupo de EA moderada valores maculares muy parecidos
a los controles, donde la variacion porcentual iba desde -1,3% en el espesor central hasta un
2,6% en el sector inferior del anillo macular exterior (Tabla 29, Grafica 23). En la Gréfica

23 la representacion colorimétrica de los cambios muestra una gama de tonos verdes
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indicando un incremento de grosor en los pacientes con EA moderada respecto a los
controles a excepcion la fovea con tonalidades de la region del rojo mostrando un leve

adelgazamiento.

Tabla 29. Analisis del espesor macular circular entre los grupos EA moderada y control.

Control EA moderada EA moderada vs control
(n=34) (n=13) % diferencia P-valor

Févea 247,65 +23,98 244,53+21,50 -1,3 0,849
Superior 299,94 +15,43 301,46 + 16,48 0,5 0,651

Anillo macular Nasal 297,74 £ 24,43 303,00 + 16,32 1,8 0,584
interior Inferior 298,06 + 15,76 299,54 + 15,05 0,5 0,730
Temporal 290,32 +15,86 292,62 + 16,77 0,8 0,576

Superior 255,21 +13,58 260,23 +12,06 2,0 0,284

Anillo macular Nasal 271,18 +14,39 275,92 + 11,84 1,7 0,323
exterior Inferior 248,67 £16,64 255,15+ 16,60 2,6 0,236
Temporal 248,47 £24,73 247,83 +13,41 -0,3 0,670

Espesor central 208,88 + 26,46 206,08 £ 14,46 -1,3 0,940
Espesor medio 263,87 £ 14,16 264,61 £9,10 0,3 0,779
Volumen macular 7,46 + 0,40 7,58 +0,34 1,7 0,355

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE:
desviacion estandar)

EA moderada
vs control

.amiento Engrosamié’

Grafica 23. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA moderada
vs control en el analisis de sectores de la macula mediante sectores circulares concéntricos. En
rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias
significativas *p<0,05; **p<0,01.

Cuando comparabamos a los pacientes con EA moderada respecto al grupo de EA leve se

encontr6 que habia un incremento significativo (p<0,05) de los grosores de retina en el grupo
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de EA moderada en algunos de los sectores analizados. Estos incrementos se vieron en la
fovea (244,53 + 21,50, EA moderada vs 228,28 + 19,64, EA leve) (p<0,05) y anillo macular
interior en los sectores superior (301,46 + 16,48, EA moderada vs 291,42 + 17,45, EA leve)
(p<0,05), inferior (299,54 + 15,05, EA moderada vs 287,58 + 17,26, EA leve) (p<0,05),
temporal (292,62 + 17,77, EA moderada vs 279,19 + 17,72, EA leve) (p<0,05) Estos
incrementos significativos de los espesores totales de la retina en el analisis macular en los
pacientes con EA moderada presentaban un maximo de 7,1% en la fovea, seguidos por los
sectores temporal (4,8%), inferior (4,2%) y superior (3,4%) del anillo macular interior (Tabla
30, Grafica 24). El resto de parametros maculares analizados a pesar de no presentar
significacion estadistica también mostraba un incremento del espesor en todas las medidas
analizadas en el grupo EA moderada respecto al grupo EA leve (Tabla 30, Grafica 24). En
la representacion colorimétrica de la Grafica 24 los tonos prevalentes son los verdes
mostrando zonas con un claro engrosamiento en los pacientes con EA moderada respecto a

aquellos en estadio leve.

Tabla 30. Analisis del espesor macular circular entre los grupos EA moderada y EA leve.

EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=36) (n=13) % diferencia P-valor
Févea 228,28 +19,64 244,53 +21,50 7,1 0,023*
Superior 291,42 +17,45 301,46+ 16,48 3,4 0,040*
Anillo macular Nasal 294,26 £19,57 303,00 + 16,32 3,0 0,131
interior Inferior 287,58 +£17,26 299,54 + 15,05 4,2 0,025*
Temporal 279,19+ 17,72 292,62 + 16,77 4,8 0,015*
Superior 253,89+14,16 260,23 +12,06 2,5 0,131
Anillo macular Nasal 268,46 +15,36 275,92+ 11,84 2,8 0,059
exterior Inferior 252,03 +16,14 255,15+ 16,60 1,2 0,548
Temporal 240,67 + 24,02 247,83 +13,41 3,0 0,224
Espesor central 197,67 £ 22,94 206,08 + 14,46 4,3 0,376
Espesor medio 260,1 + 14,67 264,61 +9,10 1,7 0,174
Volumen macular 7,35+0,41 7,58+0,34 3,1 0,059

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE:
desviacion estandar)
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Grafica 24. Representacidon colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA moderada
vs EA leve en el andlisis de sectores de la macula mediante sectores circulares concéntricos. En
rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias
significativas *p<0,05; **p<0,01.

En la Tabla 31 y Grafica 25 se resumen los resultados del analisis de OCT de la macula

mediante sectores circulares concéntricos y su comparativa entre los 3 grupos estudiados.
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Tabla 31. Analisis del espesor macular circular entre los grupos estudiados

EA EA leve vs EA moderada EA moderada
Control EA leve
moderada control vs control vs EA leve
% % %
(n: 34) (n: 35) (n= 13) diferenci  P-valor  diferenci valor diferenci  P-valor
a a a
P 247,65 + 228,28 + 244,53 + 0,001* 0,84 0,023
Fovea 23,98 19,64 21,50 7.8 * e *
. 299,94 + 291,42 + 301,46 % 0,65 0,040
aill Superior 1543 17.45 16,48 -2,8 0,014 0,5 1 3,4 %
nillo
297,74 £ 294,26 £ 303,00 £ 0,58
ma::ula Nasal 2443 19,57 16,32 -1,2 0,158 1,8 4 3,0 0,131
. . 298,06 + 287,58 + 299,54 + 0,006* 0,73 0,025
t . ’ ’ 7 - ’ ’ ’
in (:rlo Inferior 15,76 1726 15,05 3,5 " 0,5 0 4,2 *
Tempor 290,32 + 279,19 292,62 33 0,005* 08 0,57 48 0,015
al 15,86 17,72 16,77 ! * ! 6 ! *
. 255,21 + 253,89 + 260,23 + 0,28
aill Superior 13,58 14,16 12,06 -0,5 0,687 2,0 4 2,5 0,131
nillo
271,18 £ 268,46 275,92 0,32
macr:ula Nasal 14,39 15,36 11,84 -1,0 0,264 1,7 3 2,8 0,059
. . 248,67 £ 252,03 255,15 ¢ 0,23
exterio Inferior 16,64 16,14 16,60 1,4 0,404 2,6 6 1,2 0,548
Tempor 248,47 240,67 247,83 0,67
al 24,73 24,02 13,41 31 0,321 03 0 3,0 0,224
208,88 £ 197,67 206,08 £ 0,94
Espesor central 26,46 2294 14,46 -5,4 0,137 -1,3 0 4,3 0,376
. 263,87 £ 260,10 £ 0,77
+ -

Espesor medio 14,16 14,67 264,61 £9,10 1,4 0,173 0,3 9 1,7 0,174
Volumen macular 7,46 £ 0,40 7,35+0,41 7,58 +0,34 -1,4 0,197 1,7 0':5 3,1 0,059
Media = DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacidn estandar)

EA leve EA moderada EA moderada
vs control vs control vs EA leve

Grafica 25. Representacidn colorimétrica de los cambios obtenidos entre los 3 grupos
estudiados en el analisis de sectores de la macula mediante sectores circulares concéntricos. En
rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias
significativas *p<0,05; **p<0,01.




RESULTADOS

Analisis de la mdacula mediante una rejilla cuadrangular de 6x6.

El anélisis de OCT de la macula mediante una rejilla cuadrangular de 6x6 lo pudieron
realizar correctamente un total de 34 pacientes controles, 36 pacientes con EA leve y 11 con
EA moderada. Ninguno de estos pacientes incluidos presenté durante el examen ninguna
refijacion, alteracion en la retina u opacidad que pudiera dar lugar a medidas erroneas en el

analisis de OCT.

El andlisis mediante la rejilla cuadrangular entre los pacientes con EA leve y controles
muestra que hay un descenso significativo de espesor de la retina en los cuadrados 6 (258,85
+17,03, EA leve vs 272,12 + 22,94, control) (p<0,05), 12 (259,56 + 14,02, EA leve vs 267,09
+ 16,98, control) (p<0,05), 15 (272,03 £ 18,04, EA leve vs 284,18 + 17,64, control) (p<0,01),
21 (268,34 + 18,5, EA leve vs 284 £ 18,8, control) (p<0,01) y 22 (276,51 = 19,06, EA leve
vs 289,44 + 17,7, control) (p<0,01) (Tabla 32, Grafica 26). El mayor adelgazamiento en el
grupo de EA leve se ha visto que es en el cuadrado 21 con un -5,5%, seguido con el cuadrado
6 (-4,9%), el 22 (-4,5%), el 15 (-4,3%) y el 12 (-2,8%) (Tabla 32, Gréfica 26). El resto de
variaciones entre el grupo EA leve y control esta representado en la Grafica 26 como un
mapa de representacion colorimétrica. Donde se puede observar que prevalecen los colores
rojos que corresponden a adelgazamientos en los diferentes cuadrados analizados. En la
region inferior temporal se observa una gama de color verde marcando un engrosamiento

leve en esa area macular de la retina en los pacientes en estadio leve Grafica 26.
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Tabla 32. Andlisis del espesor macular cuadrado 6x6 entre los grupos EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=34) (n=36) % diferencia P-valor
Cuadricula 1 209,08 + 20,40 209,00 + 10,49 0,0 0,437
2 226,14 £ 17,99 224,23 +12,01 -0,8 0,338
3 242,64 + 14,36 242,59 + 13,76 0,0 0,854
4 251,23 +£14,21 250,17 +14,4 -0,4 0,500
5 254,12 + 15,24 249,53 +£13,98 -1,8 0,187
6 272,12 £22,94 258,85 +17,03 -4,9 0,016*
7 221,59 + 14,89 221,30+12,69 -0,1 0,749
8 249,09 £ 17,96 248,50 + 14,25 -0,2 0,624
9 279,12 £ 17,27 277,88 +£16,10 -0,4 0,440
10 285,59 + 15,14 284,73 £ 16,68 -0,3 0,581
11 272,56 + 14,25 270,20 £ 13,87 -0,9 0,458
12 267,09 £ 16,98 259,56 + 14,02 -2,8 0,041*
13 232,18 £ 16,23 229,23 £19,77 -1,3 0,371
14 272,62 £19,14 269,43 +£17,26 -1,2 0,173
15 284,18 + 17,64 272,03 + 18,04 -4,3 0,004**
16 288,15 £ 19,66 278,43 +£20,49 -3,4 0,052
17 295,00 £ 16,47 290,54 £ 16,55 -1,5 0,087
18 263,00 15,37 259,12 £ 15,57 -1,5 0,163
19 232,94 +17,70 233,35+17,42 0,2 0,659
20 274,32 £20,99 272,34 +18,12 -0,7 0,191
21 284,00 + 18,8 268,34 + 18,50 -5,5 0,001**
22 289,44 +17,7 276,51 £ 19,06 -4,5 0,005**
23 293,23 £ 15,56 291,2+17,74 -0,7 0,358
24 266,88 + 14,92 261,91 +17,32 -1,9 0,107
25 220,91 £ 21,03 224,94 + 14,33 1,8 0,590
26 249 + 22,07 253,02 £ 18,77 1,6 0,492
27 274,53 £ 21,15 278,8 +£19,22 1,6 0,556
28 276,97 £ 17,92 282,37 +20,11 1,9 0,471
29 262,88 + 14,89 266,82 £ 18,74 1,5 0,572
30 264,15+ 17,84 260,18 + 15,74 -1,5 0,322
31 202,91 £ 26,53 207,76 £11,01 2,4 0,768
32 221,12 +17,81 223,56 £ 13,02 1,1 0,397
33 233+17,28 237,66 £ 16,79 2,0 0,369
34 238,97 £ 18 242,71 £ 16,75 1,6 0,414
35 245,75 £ 20,56 243,68 + 15,99 -0,8 0,513
36 264,34 + 23,88 261,15+ 18,36 -1,2 0,427

Media  DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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0,04 | -0,84 | -0,02 | 0,42 | -1,81 .
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Grafica 26. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA leve y
control en el andlisis de la rejilla de 6x6. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. En
negrita aquellos resultados con diferencias significativas p<0,05.

Tras analizar las diferencias entre el grupo de EA moderada respecto al control no se
encontraron diferencias significativas (p>0,05) de espesor de retina en ninguno de los
cuadrados analizados de 6x6 macular (Tabla 33, Grafica 27). Los analisis porcentuales de
los cambios de grosor entre los grupos van desde una disminucion de grosor de -5,82% en
el cuadrado 31 a el maximo incremento de grosor en el cuadrado 34 de 3,05% (Tabla 33,
Grafica 27). En la representacion colorimétrica de la Grafica 27 se observa en la region
central perifoveal tonos rojizos que marcan un leve adelgazamiento en los pacientes con EA

moderada y un anillo rodeando esta de color verde mostrando engrosamientos parafoveales.
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Tabla 33. Analisis del espesor macular cuadrado 6x6 entre los grupos EA moderada y control.

Control EA moderada EA moderada vs control
(n=34) (n=13) % diferencia P-valor
Cuadricula 1 209,08 + 20,40 204,70 + 21,08 2,1 0,664
2 226,14+ 17,99 224,55 +9,63 -0,7 0,561
3 242,64 + 14,36 241,73 £+ 11,07 -0,4 0,916
4 251,23 +£14,21 250,09 + 10,85 -0,5 0,741
5 254,12 + 15,24 256,36+ 10,31 0,9 0,443
6 272,12 £22,94 272,30+ 11,78 0,1 0,726
7 221,59 + 14,89 221,80+ 14,39 0,1 0,823
8 249,09 £ 17,96 252,81 + 13,64 1,5 0,653
9 279,12 £ 17,27 284,18 +10,72 1,8 0,405
10 285,59 + 15,14 291,45 +9,40 2,1 0,229
11 272,56 + 14,25 278,72 £ 8,79 2,3 0,116
12 267,09 £ 16,98 265,50+ 12,77 -0,6 0,705
13 232,18 £ 16,23 232,40+ 7,49 0,1 0,812
14 272,62 £19,14 274,72 + 11,26 0,8 0,937
15 284,18 + 17,64 281,91+ 20,03 -0,8 0,853
16 288,15 £ 19,66 281,45 + 20,96 -2,3 0,535
17 295,00 £ 16,47 297,45 + 10,86 0,8 0,653
18 263,00 £ 15,37 264,20+ 10,85 0,5 0,779
19 232,94 +17,70 232,10+ 10,42 -0,4 0,664
20 274,32 £20,99 274,91 +12,36 0,2 0,731
21 284,00 + 18,80 282,18 + 19,57 -0,6 0,771
22 289,44+ 17,70 284,73 + 16,84 -1,6 0,535
23 293,23 £ 15,56 295,70+ 11,44 0,8 0,737
24 266,88 + 14,92 263,60+ 9,62 -1,2 0,595
25 220,91 £ 21,03 223,80+ 10,57 1,3 0,929
26 249,00 £ 22,07 252,73 +12,83 1,5 0,560
27 274,53 £21,15 281,09 + 12,28 2,4 0,376
28 276,97 £ 17,92 284,73 £ 13,65 2,8 0,245
29 262,88 + 14,89 269,30 + 11,77 2,4 0,141
30 264,15+ 17,84 261,40+ 7,78 -1,0 0,676
31 202,91 £ 26,53 191,10 + 35,83 -5,8 0,506
32 221,12 +17,81 217,45+ 27,68 -1,7 0,911
33 233,00+£17,28 238,82 + 26,03 2,5 0,531
34 238,97 £ 18,00 246,27 + 23,69 3,1 0,512
35 245,75 £ 20,56 246,70+ 17,18 0,4 0,679
36 264,34 + 23,88 256,70 + 10,87 -2,9 0,288

Media  DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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EA moderada
vs control

-2,08 | 0,70 | -0,38 | -0,45 | 0,88 0,07

0,09 | 1,49 | 1,81 | 2,05 | 2,26 | -0,60

0,09 | 077 | 080 | -2,33 | 0,83 | 0,46

-0,36 | 0,22 | -0,64 | -1,63 | 0,84 | -1,23

131 | 1,50 | 2,39 | 2,80 | 2,44  -1,04

. -1,66 | 2,50 | 3,05 | 0,39 | -2,89
.amiento Engrosamie.

Grafica 27. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA moderada
y control en el andlisis de la rejilla de 6x6. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos.
En negrita aquellos resultados con diferencias significativas p<0,05.

En el estudio de los pacientes con EA moderada respecto a la EA leve se encontrd que
habia un incremento significativo de espesor de retina en los EA moderada en los cuadrados
5 (256,36 £ 10,31, EA moderada vs 249,53 + 13,98, EA leve) (p<0,05), 6 (272,3 + 11,78,
EA moderada vs 258,85 + 17,03, EA leve) (p<0,01), 11 (278,72 £+ 8,79, EA moderada vs
270,2 + 13,87, EA leve) (p<0,05), y 21 (282,18 = 19,57, EA moderada vs 268,34 + 18,5, EA
leve) (p<0,05) (Tabla 34, Grafica 28). Entre los cuadrados con diferencias significativas el
mayor incremento se encontro en el cuadrado 6 y 21 donde en ambos casos el incremento
era de un 5,2%, seguidos por el cuadrado 11 (3,2%) y el 5 (2,7%) (Tabla 34, Grafica 28).
El andlisis colorimétrico del cambio de espesores muestra una cuadricula con predominancia
de los verdes, donde en la zona macular temporal y el extremo nasal la coloracion es fuerte
marcando un engrosamiento. Por otro lado, en la regién temporal inferior, se encuentran

tonos rojizos marcando un adelgazamiento (Grafica 28).
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Tabla 34. Anilisis del espesor macular cuadrado 6x6 entre los grupos EA moderada y EA

leve.
EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=36) (n=13) % diferencia P-valor
Cuadricula 3 209,00 + 10,49 204,70 + 21,08 2,1 0,977
2 224,23 +12,01 224,55 +9,63 0,1 0,843
3 242,59 + 13,76 241,73 £11,07 -0,4 0,979
4 250,17 £ 14,40 250,09 + 10,85 0,0 0,702
5 249,53 +13,98 256,36 + 10,31 2,7 0,043*
6 258,85+ 17,03 272,30+11,78 52 0,009**
7 221,30+12,69 221,80+ 14,39 0,2 0,595
8 248,50 £ 14,25 252,81 +13,64 1,7 0,475
9 277,88 £ 16,10 284,18 £ 10,72 2,3 0,116
10 284,73 £ 16,68 291,45+9,40 2,4 0,125
11 270,20 £ 13,87 278,72+ 8,79 3,2 0,033*
12 259,56 + 14,02 265,50 £12,77 2,3 0,193
13 229,23 +£19,77 232,40+ 7,49 1,4 0,312
14 269,43 £17,26 274,72 £ 11,26 2,0 0,149
15 272,03 £ 18,04 281,91 + 20,03 3,6 0,099
16 278,43 +£20,49 281,45 + 20,96 1,1 0,471
17 290,54 + 16,55 297,45 + 10,86 2,4 0,065
18 259,12 + 15,57 264,20 £ 10,85 2,0 0,197
19 233,35+17,42 232,10+ 10,42 -0,5 0,812
20 272,34 £ 18,12 274,91 £ 12,36 0,9 0,402
21 268,34 + 18,50 282,18 £19,57 5,2 0,035*
22 276,51 £ 19,06 284,73 + 16,84 3,0 0,164
23 291,20+ 17,74 295,70+ 11,44 1,5 0,235
24 261,91 +17,32 263,60 + 9,62 0,6 0,441
25 224,94 + 14,33 223,80 +£10,57 -0,5 0,863
26 253,02 +£18,77 252,73 +12,83 -0,1 0,807
27 278,80 £ 19,22 281,09 +£12,28 0,8 0,478
28 282,37 £20,11 284,73 £ 13,65 0,8 0,486
29 266,82 £ 18,74 269,30+ 11,77 0,9 0,362
30 260,18 + 15,74 261,40+7,78 0,5 0,585
31 207,76 £11,01 191,10 + 35,83 -8,0 0,615
32 223,56 + 13,02 217,45+ 27,68 -2,7 0,895
33 237,66 £ 16,79 238,82 + 26,03 0,5 0,817
34 242,71+ 16,75 246,27 + 23,69 1,5 0,689
35 243,68 + 15,99 246,70 +17,18 1,2 0,556
36 261,15 + 18,36 256,70 +£10,87 -1,7 0,508

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
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-2,06 | 0,14 | -0,35 | -0,04 | 2,74 .

0,23 1,73 | 2,27 | 2,36 | 3,15 | 2,29

1,38 | 1,9 1,08 | 2,28 | 1,9

-0,54 | 0,94 2,97 1,55 | 0,65

0,51 | 0,11 | 0,82 | 0,84 | 0,93 | 0,47

. 2,73 | 0,49 | 1,47 | 1,24 | 1,70

Grafica 28. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre el grupo EA moderada
y EA leve en el andlisis de la rejilla de 6x6. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos.
En negrita aquellos resultados con diferencias significativas p<0,05.

En la Tabla 35 y en la Grafica 29 se resumen los resultados del anélisis de OCT de la mécula

mediante sectores circulares concéntricos y su comparativa entre los 3 grupos estudiados.
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Tabla 35. Analisis del espesor macular cuadrado 6x6 entre los grupos estudiados.

EA moderada vs

EA moderada vs EA

Control EA leve EA moderada  EA leve vs control control leve
9 9 - 9
(n=34) (n=36) (n=13) difeéncia P-valor difer/;ncia v:lor difer/;ncia P-valor
Cuadricula 1 209,08 +20,40 209,00 +10,49 204,70 + 21,08 0.0 0.437 -2.1 0.664 -2.1 0.977
2 226,14+17,99 224,23+12,01 224,55%9,63 -0.8 0.338 -0.7 0.561 0.1 0.843
3 242,64+14,36 242,59+13,76 241,73+11,07 0.0 0.854 -0.4 0.916 -0.4 0.979
4 251,23+14,21 250,178 +14,40 250,09 + 10,85 -0.4 0.500 -0.5 0.741 0.0 0.702
5 254,12+15,24 249,53 +13,98 256,36+ 10,31 -1.8 0.187 0.9 0.443 2.7 0,043*
6 272,12+2294 258,85+17,03 272,30+11,78 -4.9 0,016* 0.1 0.726 5.2 0,009**
7 221,59+14,89 221,30+12,69 221,8014,39 -0.1 0.749 0.1 0.823 0.2 0.595
8 249,09+17,96 24850+14,25 252,81+13,64 -0.2 0.624 1.5 0.653 1.7 0.475
9 279,12+17,27 277,88+16,1 284,18+10,72 -0.4 0.440 1.8 0.405 2.3 0.116
10 285,59+15,14 284,73+16,68 291,45+9,40 -0.3 0.581 2.1 0.229 2.4 0.125
11 272,56 +14,25 270,20+13,87 278,72 +8,79 -0.9 0.458 2.3 0.116 3.2 0,033*
12 267,09+16,98 259,56 14,02 265,50+ 12,77 -2.8 0,041* -0.6 0.705 2.3 0.193
13 232,18 +16,23 229,23+19,77 232,40+7,49 -1.3 0.371 0.1 0.812 1.4 0.312
14 272,62+19,14 269,43+17,26 274,72 +11,26 -1.2 0.173 0.8 0.937 2.0 0.149
15 284,18+ 17,64 272,03+18,04 281,91+20,03 -4.3 0,004** -0.8 0.853 3.6 0.099
16 288,15+19,66 278,43+20,49 281,45+20,96 -3.4 0.052 -2.3 0.535 1.1 0.471
17 295,00+16,47 290,54 +16,55 297,45+ 10,86 -1.5 0.087 0.8 0.653 24 0.065
18 263,00+15,37 259,12 +15,57 264,20+10,85 -1.5 0.163 0.5 0.779 2.0 0.197
19 232,94+17,70 233,35+17,42 232,10+10,42 0.2 0.659 -0.4 0.664 -0.5 0.812
20 274,32+20,99 272,34+18,12 274,91+12,36 -0.7 0.191 0.2 0.731 0.9 0.402
21 284,00+18,80 268,34+18,50 282,18+19,57 -5.5 0,001** -0.6 0.771 5.2 0,035*
22 289,44 +17,70 276,51+19,06 284,73+16,84 -4.5 0,005** -1.6 0.535 3.0 0.164
23 293,23+15,56 291,20+17,740 295,70+ 11,44 -0.7 0.358 0.8 0.737 1.5 0.235
24 266,88+14,92 261,91+17,32 263,60%9,62 -1.9 0.107 -1.2 0.595 0.6 0.441
25 220,91+21,03 224,94+14,33 223,80%10,57 1.8 0.590 1.3 0.929 -0.5 0.863
26 249,00+22,07 253,02+18,77 252,73+12,83 1.6 0.492 1.5 0.560 -0.1 0.807
27 274,53+21,15 278,80+19,22 281,09+12,28 1.6 0.556 24 0.376 0.8 0.478
28 276,97 +17,92 282,37+20,11 284,73 +13,65 1.9 0.471 2.8 0.245 0.8 0.486
29 262,88+14,89 266,82+18,74 269,30+11,77 1.5 0.572 24 0.141 0.9 0.362
30 264,15+17,84 260,18+15,74 261,40%7,78 -1.5 0.322 -1.0 0.676 0.5 0.585
31 202,91+26,53 207,76 11,01 191,1+35,83 24 0.768 -5.8 0.506 -8.0 0.615
32 221,12+17,81 223,56+13,02 217,45%27,68 11 0.397 -1.7 0.911 -2.7 0.895
33 233+17,28 237,66+16,79 238,82+26,03 2.0 0.369 2.5 0.531 0.5 0.817
34 238,97+18  242,71+16,75 246,27 +23,69 1.6 0.414 31 0.512 1.5 0.689
35 245,75+20,56 243,68+15,99 246,70+17,18 -0.8 0.513 0.4 0.679 1.2 0.556
36 264,34+23,88 261,15+18,36 256,70 10,87 -1.2 0.427 -2.9 0.288 -1.7 0.508
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Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

EA leve EA moderada EA moderada
vs control vs control vs EA leve
-0,04 | -0,84 | -0,02 | -0,42 | -1,81 . -2,09 -0,70 -0,38 | -0,45 0,88 0,07 -2,06 0,14 -0,35 -0,04 2,74 .
0,13 | -0,24 | -0,44 | -0,30 | -0,87 | -2,82 0,09 | 1,49 | 1,81 | 2,05 | 2,26 | -0,60 0,23 | 1,73 | 2,27 | 236 | 3,15 | 2,29
-1,27 | 1,17 |-4,28 | -3,37 | -1,51 | -1,48 0,09 | 0,77 | -0,80 | -2,33 | 0,83 | 0,46 138 | 1,96 | 3,63 | 1,08 | 2,38 | 1,9
0,18 | -0,72 .-4,47 0,69 | -1,86 -0,36 | 0,22 | -0,64 | -1,63 | 0,84 | -1,23 -0,54 | 0,94 . 2,97 | 1,55 | 0,65
1,82 | 1,61 | 1,56 | 1,95 | 1,50 | -1,50 1,31 | 1,50 | 2,39 | 2,80 | 2,44 | -1,04 0,51 | -0,11 | 0,82 | 0,84 | 0,93 | 047
2,39 | 1,10 | 2,00 | 1,57 | -0,84 | -1,21 . -1,66 | 2,50 | 3,05 | 0,39 | -2,89 . 2,73 | 049 | 1,47 | 1,24 | -1,70

Grafica 29. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre los 3 grupos
estudiados en el andlisis de la macula mediante la rejilla de 6x6. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. En negrita aquellos resultados con diferencias significativas p<0,05.

En la Grafica 30 se representa la comparacion mediante escala colorimétrica de las
diferencias de espesor entre los grupos tanto en el analisis de la macula mediante sectores

circulares concéntricos como en el analisis mediante la rejilla de 6x6.
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EA leve EA moderada EA moderada
vs control vs control vs EA leve

-0,04 | -0,84 | -0,02 | -0,42 | -1,81 . -2,09 | -0,70 | -0,38 | -0,45 | 0,88 | 0,07 -2,06 | 0,14 | -0,35 | 0,04 | 2,74 .

0,13 | -0,24 | 0,44 | -0,30 | -0,87 | -2,82 0,09 | 1,49 | 1,81 | 2,05 | 2,26 | -0,60 023 | 1,73 | 2,27 | 2,36 | 3,15 | 2,29
-1,27 | -1,17 (-4,28 | 3,37 | -1,51 | -1,48 0,09 | 0,77 | -0,80 | -2,33 | 0,83 | 0,46 1,38 | 1,96 | 2,63 | 1,08 | 2,38 | 1,9
0,18 | -0,72 .-4,47 0,69 | -1,86 -0,36 | 0,22 | -0,64 | -1,63 | 0,84 | -1,23 -0,54 | 0,94 . 297 | 1,55 | 0,65
1,82 | 1,61 | 1,56 | 1,95 | 1,50 | -1,50 1,31 | 1,50 | 2,39 | 2,80 | 2,44 | -1,04 051 | 011 | 0,82 | 0,84 | 093 | 0,47

2,39 | 1,10 | 2,00 | 1,57 | -0,84 | -1,21 . -1,66 | 2,50 3,05 | 0,39 | -2,89 . -2,73 | 0,49 1,47 1,24

1,70

Grafica 30. Representacion colorimétrica de los cambios obtenidos entre los grupos tanto en el
analisis de sectores de la macula como en el analisis de la rejilla de 6x6. En rojo adelgazamientos
y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05;
**p<0,01. En negrita aquellos resultados con diferencias significativas.

6.3.2 Estudio del espesor por capas de la macula mediante OCT
Spectralis.

Se realizo el andlisis por capas de la retina macular mediante la OCT Spectralis, cuyo

software permitia la segmentacion automatica.

Para este analisis se contd con 17 pacientes con EA leve con MMSE de 24,00 + 5,22 y 8

controles con puntuaciones de MMSE de 29,56 + 1,03.
Espesor de la capa de fibras de la retina macular.

Los pacientes con EA leve respecto a los controles mostraron un adelgazamiento

significativo de la CFNR en el anillo macular interior en el sector nasal (20,63 + 2,60, EA
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leve vs 24,00 + 4,21, control) (p<0,05) e inferior (24,56 + 3,56, EA leve vs 29,63 £ 6,65,
control) (p<0,05) y en el anillo macular exterior en el sector nasal (45,75 + 9,46, EA leve vs
54,63 £ 10,93, control) (p<0,05). En la CFNR se observa en todos los sectores un descenso
del espesor en los pacientes con EA leve respecto a los controles. El mayor descenso de

espesor de la CFNR se dio en el anillo macular interior en el sector inferior (-17,09%),

seguido por el anillo macular exterior (-16,25%) (Tabla 36, Grafica 31).

Tabla 36. Andlisis del espesor de la capa de fibras de la retina de los grupos EA leve y

control.
Control EA leve EA leve vs control

(n=8) (n=17) % diferencia P-valor

Fovea 12,13 +2,03 11,19+ 2,37 -7,73 0,354
Superior 26,00 £ 4,00 24,06 £4,45 -7,45 0,184

Anillo macular Nasal 24,00+4,21 20,63 +2,60 -14,06 0,037*
interior Inferior 29,63+6,65 24,56 +3,56 -17,09 0,045*
Temporal 19,25 + 2,05 18,19+1,28 -5,52 0,127

Superior 39,13 £4,58 36,88+6,13 -5,75 0,219

Anillo macular Nasal 54,63 +10,93  45,75+9,46 -16,25 0,050*
exterior Inferior 43,50 +7,98 37,00 £ 8,47 -14,94 0,097
Temporal 20,75+1,28 19,81+1,97 -4,52 0,126

Volumen total 1,00+0,14 0,88+0,14 -11,51 0,066

Media * DE; *P < 0,05, Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 31. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa de fibras nerviosas de la
retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad
de Alzheimer; CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina; *p<0,05; **p<0,01.

Espesor de la capa de células ganglionares de la retina macular.

El analisis de la CCG de la retina entre los pacientes con EA leve respecto a los controles
que habia una reduccion significativa del espesor en el anillo macular interior en el sector
superior (47,88 = 7,74, EA leve vs 53,63 + 3,16, control) (p<0,05), en sector nasal (45,81 +
7,72, EA leve vs 53,00 + 4,38, control) (p<0,05), y en el sector temporal (42,94 £ 6,61, EA
leve vs 48,88 £+ 4,39, control) (p<0,05); y en el anillo macular exterior en el sector superior
(31,56 + 3,33, EA leve vs 34,25 £+ 2,82, control) (p<0,05), nasal (34,06 + 5,07, EA leve vs
37,75 £ 2,05, control) (p<0,05) y temporal (32,63 + 5,46, EA leve vs 38,00 + 5,29, control)
(p<0,05). También se encontrd una reduccion significativa en el volumen total de la CCG

(0,98 +£ 0,14, EA leve vs 1,09 + 0,06, control) (p<0,05) (Tabla 37, Grafica 32).
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Tabla 37. Andlisis del espesor de la capa de células ganglionares de la retina de los grupos

EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
Fovea 15,50 + 3,89 13,56 + 3,46 -12,50 0,295
Superior 53,63+ 3,16 47,88 +7,74 -10,72 0,025*
Anillo macular Nasal 53,00+4,38  4581+7,72 -13,56 0,020*
interior Inferior 53,00+3,46  48,00+6,01 -9,43 0,056
Temporal 48,88 + 4,39 42,94 + 6,61 -12,15 0,013*
Superior 34,25+ 2,82 31,56 + 3,33 -7,85 0,039*
Anillo macular Nasal 37,75+2,05 34,06 +5,07 -9,77 0,033*
exterior Inferior 32,50+2,45  30,44£5,19 -6,35 0,267
Temporal 38,00 £5,29 32,63 +£5,46 -14,14 0,040*
Volumen total 1,09 + 0,06 0,98+0,14 -9,61 0,020*

Media + DE; *P < 0,05, Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

EA leve
vs control

(oe(c]

f

Grafica 32. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa de células ganglionares de la
retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad
de Alzheimer; CCG: capa de células ganglionares de la retina; *p<0,05; **p<0,01.

Engrosamier
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Espesor de la capa de plexiforme interna de la retina macular.

El analisis de la CPI de la retina entre pacientes con EA leve respecto a los controles a pesar

de no mostrar diferencias significativas en ninguno de los sectores analizados si se encuentra

un leve adelgazamiento generalizado de esta capa a nivel macular (Tabla 38, Grafica 33).

Tabla 38. Andlisis del espesor de la capa plexiforme interna de la retina de los grupos
EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
Févea 20,00 + 3,51 18,88 + 3,38 -5,63 0,599
Superior 40,75 + 4,17 38,13 +4,83 -6,44 0,167
Anillo Nasal 40,75+6,43 38,44+ 4,68 -5,67 0,186
macular -
interior Inferior 39,88 + 4,67 38,00 + 3,92 -4,70 0,197
Temporal 40,63 +3,11 38,50 + 4,23 -5,23 0,217
Superior 27,75 3,41 26,00+ 2,92 -6,31 0,173
Anillo Nasal 28,50+4,11 27,00 + 3,20 -5,26 0,267
macular -
exterior Inferior 26,13+3,00 25,25+3,51 -3,35 0,537
Temporal 32,63+3,34 30,69+3,26 -5,94 0,216
Volumen
total 0,877 £0,09 0,83 +0,08 -5,20 0,257

Media + DE; *P < 0,05, Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 33. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa de plexiforme interna de la
retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad

de Alzheimer; CPI: capa plexiforme interna; *p<0,05; **p<0,01.
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Espesor de la capa nuclear interna de la retina macular.

En el andlisis de la CNI entre los pacientes con EA leve y los controles no se encontraron
diferencias significativas. En el andlisis colorimétrico de la diferencia de espesores se aprecia
que en la fovea y en los sectores superiores hay un ligero descenso de espesor (tonos 10jizos),
mientras que en el resto de los sectores predomina un leve incremento de grosor (tonos
verdosos). El mayor descenso se encuentra en la fovea (-8,38%), mientras que el mayor
incremento esta en el anillo macular exterior en el sector inferior (6,93%) (Tabla 39, Grafica

34).

Tabla 39. Analisis del espesor de la capa nuclear interna de la retina de los
grupos EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=28) (n=17) % diferencia P-valor
Foévea 21,63+4,30 19,81+3,92 -8,38 0,218
Superior 42,13 +4,94 40,56 +4,05 -3,71 0,498
Anillo Nasal 40,63 5,15 40,81+ 3,62 0,46 0,734
macular -
interior Inferior 40,50+3,34 41,63+3,86 2,78 0,517
Temporal 37,50+3,34 37,81+2,88 0,83 0,902
Superior 31,00+£2,62 30,63+1,50 -1,21 0,573
Anillo Nasal 32,25+4,30 33,69 + 3,00 4,46 0,389
macular -
exterior Inferior  29,75+3,20 31,81 +4,37 6,93 0,369
Temporal 32,00+2,33 32,38+1,78 1,17 0,595
Volumen
total 0,93 +£0,08 0,95+ 0,05 2,15 0,499

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

Media * DE; *P < 0,05, Test de Mann-Whitney




RESULTADOS

EA leve
vs control

CNI

‘miento Engrnsam'

Grafica 34. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa de nuclear interna de la
retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad
de Alzheimer; CNI: capa nuclear interna; *p<0,05; **p<0,01.

Espesor de la capa plexiforme externa de la retina macular.

En el andlisis de la CPE entre los pacientes con EA leve y controles se encontrd que habia
descensos significativos de los espesores en el anillo macular interior en el sector superior
(30,88 = 4,13, EA leve vs 45,63 + 10,28, control) (p<0,01) y en el sector temporal (30,44 +
3,85, EA leve vs 36,00 + 4,69, control) (p<0,05); en el anillo macular exterior en el sector
superior (26,13 £ 1,45, EA leve vs 29,88 + 3,40, control) (p<0,01) y en el volumen total de
la CPE (0,81 = 0,06, EA leve vs 0,88 £+ 0,07, control) (p<0,05). En el andlisis colorimétrico
de las diferencias de espesores se aprecia en el sector inferior un leve incremento (tonos
verdes), mientras que en el resto de los sectores hay un descenso (tonos rojizos) donde el
maximo adelgazamiento de la CPE en los pacientes con EA leve se observa en el anillo
macular interno en el sector superior con un descenso del -32,33% de la CPI (Tabla 40,

Grafica 48).
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Tabla 40. Andlisis del espesor de la capa plexiforme externa de la retina de los
grupos EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
Févea 27,13+4,05 25,19+5,09 -7,14 0,443
Superior 45,63 +10,28 30,88+4,13 -32,33 0,002**
Anillo Nasal 37,13+6,62 32,69+5,77 -11,95 0,053
macular -
interior Inferior 35,25+7,30 37,19+10,25 5,50 0,735
Temporal 36,00+4,69 30,44 +3,85 -15,45 0,015%*
Superior 29,88+3,40 26,13+1,45 -12,55 0,006**
Anillo Nasal 31,00 £5,21  28,81+3,33 -7,06 0,385
macular -
exterior Inferior 26,88+2,17 28,19+3,33 4,88 0,438
Temporal 29,00+2,45 27,44+1,82 -5,39 0,161
Volumen *
total 0,88 + 0,07 0,81 +0,06 -7,87 0,018

Media + DE; *P < 0,05, **P<0,01; Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

EA leve
vs control
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Grafica 35. Representacidn colorimétrica de los cambios de la capa plexiforme externa de la
retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad
de Alzheimer; CPE: capa plexiforme externa; *p<0,05; **p<0,01.

Espesor de la capa nuclear externa de la retina macular.

El espesor de la CNE entre los pacientes con EA leve y los controles mostrd una diferencia
significativa en el anillo macular interior en el sector superior (71,25 = 6,90, EA leve vs

57,88 £ 13,27, control) (p<0,01) donde el grosor de la CNE en los pacientes con EA leve
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estaba incrementado un 23,11% respecto a los controles (Tabla 41, Grafica 36). En el analisis
colorimétrico hay una predominancia del engrosamiento (tonos verdes), excepto en la fovea
y en anillo macular interior inferior, donde hay un leve adelgazamiento (tonos rojizos)

(Grafica 36).

Tabla 41. Andlisis del espesor de la capa nuclear externa de la retina de los grupos EA

leve y control.
Control EA leve EA leve vs control
(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
Févea 96,63+11,89 90,19+9,91 -6,66 0,111
Superior 57,88 +13,27 71,25+6,90 23,11 0,005**
Anillo Nasal 71,00 £+ 15,66 71,94 + 8,45 1,32 0,951
macular -
interior Inferior 65,25+ 15,89 63,38 + 10,07 -2,87 0,624
Temporal 73,63+7,71 74,00 £ 4,76 0,51 0,758
Superior 55,25+12,85 57,81 + 3,56 4,64 0,296
Anillo Nasal 53,75+12,85 54,31+4,92 1,05 0,806
macular -
exterior Inferior 49,75 + 10,96 51,38 + 5,07 3,27 0,560
Temporal 56,75 + 8,97 57,06 £ 4,37 0,55 0,854
Volumen total 1,64 £0,30 1,68 £ 0,09 2,13 0,602

Media + DE; *P < 0,05, **P<0,01; Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)

EA leve
vs control
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Grafica 36. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa nuclear externa de la retina
entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en verde
engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad de

Alzheimer; CNE: capa nuclear externa; *p<0,05; **p<0,01.
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Espesor de la capa del epitelio pigmentario de la retina macular.

En el andlisis de la capa del EPR no se encontraron diferencias significativas en ninguno de

los sectores analizados (p>0,05). En el analisis colorimétrico se observa una prevalencia del

adelgazamiento (tonos rojos) excepto en los sectores temporales donde se observa un leve

engrosamiento (tonos verdes) (Tabla 42, Grafica 37).

Tabla 42. Analisis del espesor de la capa del epitelio pigmentario de la retina de los grupos
EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
Févea 15,63+1,41 15,06 £ 1,44 -3,60 0,471
Superior 15,63 +1,41 14,63 £ 2,25 -6,40 0,057
Anillo macular Nasal 15,50 + 1,60 14,38 £1,31 -7,26 0,117
interior Inferior 13,75+ 1,16 13,50 + 1,03 -1,82 0,585
Temporal 14,25+ 1,04 14,63 £ 3,58 2,63 0,539
Superior 13,38+0,74 13,06 £ 0,77 -2,34 0,322
Anillo macular Nasal 13,00+ 1,69 12,81 +0,75 -1,44 0,848
exterior Inferior 12,25+1,04 12,06 £ 0,77 -1,53 0,662
Temporal 12,25 +1,04 12,75+1,48 4,08 0,384
Volumen total 0,38 £ 0,02 0,37 £0,02 -1,00 0,852

Media  DE; *P < 0,05, **P<0,01; Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 37. Representacion colorimétrica de los cambios de la capa del epitelio pigmentario de
la retina entre el grupo EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en
verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad

de Alzheimer; EPR: epitelio pigmentario de la retina; *p<0,05; **p<0,01.

En la Grafica 38 se representan las variaciones de todas las capas de la retina mediante

colorimetria.
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EA leve vs control

Grafica 38. Representacion colorimétrica de los cambios de las capas de la retina entre el grupo
EA leve y control mediante OCT Spectralis. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos.
Con asterisco los resultados con diferencias significativas. EA: Enfermedad de Alzheimer; CFNR:
capa de fibras nerviosas de la retina; CCG: capa de células ganglionares; CPI: capa plexiforme
interna; CNI: capa nuclear interna; CPE: capa plexiforme externa; CNE: capa nuclear externa; EPR:
epitelio pigmentario de la retina; *p<0,05; **p<0,01.
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6.3.3 Estudio de la papila mediante OCT.

El analisis de OCT de la papila lo pudieron realizar correctamente un total de 35 pacientes
controles, 36 pacientes con EA leve y 11 con EA moderada. Ninguno de estos pacientes
incluidos presentd durante el examen ninguna refijacion, alteracion en la retina u opacidad

que pudiera dar lugar a medidas erroneas en el analisis de OCT.
Analisis de la papila en 4 sectores.

El estudio de los pacientes con EA leve respecto al grupo control no encontré ninguna
diferencia significativa entre los parametros peripapilares analizados (p>0,05) (Tabla 43). A
pesar de esto todos los valores analizados mostraban una leve disminucion del espesor de la
retina (sector superior -4,4%, nasal -3,9%, inferior -1,8%, espesor promedio peripapilar -
2,8%) a excepcion del sector peripapilar temporal donde se encontré un incremento no
significativo de 1,3% (Tabla 43, Grafica 39). Al observar la representacion colorimétrica de
los cambios de espesor peripapilares en la Grafica 39 se observan tonos pasteles con
predominancia de rojos indicando un leve adelgazamiento en el conjunto de la papila a

excepcion del area temporal donde el tono es un leve verde.

Tabla 43. Analisis del espesor peripapilar en 4 sectores de los grupos control y EA leve.

Control EA leve EA leve vs control
(n=34) (n=36) % diferencia P-valor
Sector Superior 104,37 + 13,52 99,80 + 21,25 -4,4 0,510
peripapilar
Nasal 72,50+ 11,03 69,68 + 12,02 -3,9 0,272
Inferior 112,82 +12,10 110,74 + 18,06 -1,8 0,764
Temporal 69,08 + 11,52 69,97 + 14,36 1,3 0,985
Espesor promedio peripapilar 90,32 + 7,87 87,76 + 15,89 -2,8 0,641

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 39. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor peripapilares en el analisis
de 4 sectores entre los grupos EA leve y control. En rojo adelgazamientos y en verde
engrosamientos.

Al comparar los sujetos con EA moderada respecto a los controles se encontré que habia
un descenso significativo en el sector inferior peripapilar (95,87 = 11,98, EA moderada vs
112,82 + 12,1, control) (p<0,01) y del espesor promedio en los pacientes con EA moderada
(79,5 = 10,89, EA moderada vs 90,32 + 7,87, control) (p<0,05). Este descenso significativo
era de un -15,0% en el sector peripapilar inferior y de un -12,0% en el espesor promedio
(Tabla 44, Grafica 40). La representacion colorimétrica de la Grafica 40 muestra una
marcada coloracion rojiza mostrando el adelgazamiento en la EA moderada respecto a la

leve sobre todo en las porciones verticales de la papila.

Tabla 44. Andlisis del espesor peripapilar en 4 sectores de los grupos EA moderada y control.

Control EA moderada EA moderada vs control
(n=34) (n=11) % diferencia P-valor
Sector .
peripapilar Superior 104,37 £13,52 89,25 + 18,68 -14,5 0,072
Nasal 72,50+ 11,03 70,50 + 11,62 -2,8 0,521
Inferior 112,82 +12,10 95,87 + 11,98 -15,0 0,003**
Temporal 69,08 + 11,52 62,25+ 6,94 -9,9 0,109
Espesor promedio peripapilar 90,32 + 7,87 79,50 10,89 -12,0 0,018*

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 40. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor peripapilares en el analisis
de 4 sectores entre los grupos EA leve y control. En rojo adelgazamientos y en verde
engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05; **p<0,01.

Comparando los pacientes con EA moderada con los EA leve se encontrd que solamente
persistia el descenso significativo en el sector peripapilar inferior (95,87 £ 11,98, EA
moderada vs 110,74 + 18,06, EA leve) (p<0,05) con un descenso de espesor de un -13,4%
(Tabla 45, Grafica 41). En este caso el andlisis colorimétrico de variaciones de espesores
muestran un descenso de espesores marcado en todos los sectores excepto en nasal donde la

coloracion es verde suave, mostrando un leve engrosamiento en esa region (Grafica 41).

Tabla 45. Analisis del espesor peripapilar en 4 sectores de los grupos EA moderada y EA leve.

EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=36) (n=11) % diferencia P-valor
Sector .
A Superior 99,80 + 21,25 89,25 + 18,68 -10,6 0,115
peripapilar
Nasal 69,68 + 12,02 70,50+ 11,62 1,2 0,864
Inferior 110,74 + 18,06 95,87 £+ 11,98 -13,4 0,027*
Temporal 69,97 + 14,36 62,25+ 6,94 -11,0 0,132
Espesor promedio peripapilar 87,76 + 15,89 79,50 + 10,89 -9,4 0,120

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 41. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor peripapilares en el analisis de 4 sectores entre
los grupos EA moderada y EA leve. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados

con diferencias significativas *p<0,05.

En la Tabla 46 y Grafica 42 en la se resumen los resultados del andlisis de OCT peripapilar

en el analisis de 4 sectores mediante y su comparativa entre los 3 grupos estudiados.

Tabla 46. Analisis del espesor peripapilar en 4 sectores.

EA EA leve vs EA moderada vs EA moderada vs
Control EA leve
moderada control control EA leve
Sector % pP- % % pP-
peripapilar (n=34) (n=36) (n=11) diferencia valor diferencia P-valor diferencia valor
Superior 104,37 £13,52 99,80 +21,25 89,25+ 18,68 -4,4 0,510 -14,5 0,072 -10,6 0,115
Nasal 72,50+11,03 69,68+12,02 70,50+11,62 -3,9 0,272 -2,8 0,521 1,2 0,864
Inferior 112,82 +12,10 110,74 + 18,06 95,87 +11,98 -1,8 0,764 -15,0 0,003** -13,4 0,027*
Temporal 69,08+11,52 69,97+14,36 62,25+6,94 1,3 0,985 -9,9 0,109 -11,0 0,132
Espesor
promedio 90,32+ 7,87 87,76 £ 15,89 79,50+ 10,89 -2,8 0,641 -12,0 0,018* -9,4 0,120
peripapilar

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 42. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor peripapilares en el analisis
de 4 sectores entre los 3grupos. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con
asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05; **p<0,01.
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Analisis de la papila en 12 sectores.

En el andlisis de la papila dividida en los 12 sectores horarios al comparar el grupo de EA

leve con el control, inicamente el sector 2 mostr6 una disminucidn significativa comparado

con los controles 6 (87,53 + 19,45, EA leve vs 98,22 + 15,78, control) (p<0,05), donde el

descenso era de un -10,9% respecto a los controles (Tabla 47, Grafica 43). A pesar de no

haber mas sectores con significacion estadistica unos sectores estaban adelgazados (sector 1
(-3,0%), sector 2 (-10,9%), sector 3 (-11,0%), sector 4 (-1,5%), sector 8 (-9,3%), sector 9 (-
0.4%) y sector 12 (-8,6%) y otros engrosados (sector 5 (5,0%), sector 6 (2,7%), sector 7
(2,9%), sector 10 (10,9%) y sector 11 (5,1%)) respecto a los controles (Tabla 47, Grafica

43). Esta variacion se puede ver con la representacion colorimétrica de la Grafica 43, donde

se muestran todos los colores en tonos pastel debido a que estas diferencias de espesor son

pequenas.

Tabla 47. Andlisis del espesor peripapilar en los 12 sectores de los grupos EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control
(n=35) (n=36) % diferencia P-valor
Sector peripapilar 1 102,31 +£19,78 99,22 + 24,69 -3,0 0,617
2 98,22 + 15,78 87,53 + 19,45 -10,9 0,016*
3 83,17 + 19,69 74,05 17,54 -11,0 0,055
4 66,51+ 10,97 65,54 + 12,68 -1,5 0,791
5 79 + 22,83 82,94 + 17,25 5,0 0,186
6 105,6 + 23,14 108,44 + 26,18 2,7 0,554
7 116,89 + 21,85 120,3 24,51 2,9 0,700
8 102,46 + 30,75 92,89 + 28,56 9,3 0,160
9 64,17 + 16,05 63,89 + 15,71 0,4 0,982
10 61,97 + 12,39 68,72 + 18,33 10,9 0,164
11 85,37 + 19,05 89,69 + 23,13 5,1 0,538
12 111,66 + 19,58 102,08 + 28,65 -8,6 0,296

Media  DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 43. Representacidn colorimétrica de los cambios del espesor entre los grupos EA leve y
control en el andlisis de la papila dividida en 12 sectores. En rojo adelgazamientos y en verde
engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05; **p<0,01.

Al analizar el grupo EA moderada respecto a los controles se observd que habia un
adelgazamiento significativo en el sector 1 (87,37 £+ 14,86, EA moderada vs 102,31 + 19,78,
control) (p<0,05), sector 2 (77,12 £ 13,46, EA moderada vs 98,22 & 15,78, control) (p<0,01),
sector 3 (63,75 + 19,32, EA moderada vs 83,17 £+ 19,69, control) (p<0,05), sector 7 (94,25 +
14,75, EA moderada vs 116,89 + 21,85, control) (p<0,01), sector 8 (57,00 + 6,44, EA
moderada vs 102,46 + 30,75, control) (p<0,01) y sector 12 (85,12 £ 18,51, EA moderada vs
111,66 + 19,58, control) (p<0,01) (Tabla 48, Grafica 44). En estos sectores el descenso
porcentual de espesor fue de -14,6% en el sector 1, de -21,5% en el sector 2, de -23,3% en
el sector 3, de -19,4% en el sector 7, de -44,4% en el sector 8 y de -23,8% en el sector 12.
Cabe destacar el incremento no significativo del sector 5 (5,0%), el sector 10 (19,2%) y el
sector 11 (11,9%) (Tabla 48). Todos estos cambios se pueden ver en la Grafica 44 donde se
observa una forma de pajarita con los ejes oblicuos que corresponden a las horas 4, 5, 10 y
11 en verde, marcando un engrosamiento, y el resto en tonos rojizos marcando un
adelgazamiento que en este caso es significativo en los pacientes con EA moderada

comparados con los controles.
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Tabla 48. Analisis del espesor peripapilar en los 12 sectores de los grupos EA moderada y

control.
Control EA moderada EA moderada vs control
(n=35) (n=11) % diferencia P-valor
Sector 1 102,31+ 19,78 87,37 £ 14,86 -14,6 0,031*
peripapilar 5 98,22+ 15,78 77,12 +13,46 21,5 0,003**
3 83,17 £ 19,69 63,75 +19,32 -23,3 0,021*
4 66,51 + 10,97 70,5+ 23,2 6,0 0,938
5 79 £22,83 88,5 122,88 12,0 0,195
6 105,6 + 23,14 104,25 + 22,73 -1,3 0,685
7 116,89 + 21,85 94,25 + 14,75 -19,4 0,005**
8 102,46 + 30,75 57+6,44 -44.4 <0,001%*
9 64,17 £ 16,05 55,75 +10,95 -13,1 0,151
10 61,97 £12,39 73,87 £18,79 19,2 0,061
11 85,37 £ 19,05 95,5 + 29,55 11,9 0,274
12 111,66 + 19,58 85,12 + 18,51 -23,8 0,003**

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney (EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus;

DE: desviacidn estandar)

EA moderada
vs control
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Grafica 44. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor entre los grupos EA
moderada y control en el andlisis de la papila dividida en 12 sectores. En rojo adelgazamientos y
en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05;

**p<0,01.
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El grupo de EA cuando comparamos los moderados con los leves encontramos que el sector
7 (94,25 £ 14,75, EA moderada vs 120,3 + 24,51, EA leve) (p<0,01), y el sector 8 (57 £ 6,44,
EA moderada vs 92,89 + 28,56, EA leve) (p<0,001), presentan un adelgazamiento
significativo. Este adelgazamiento representa el -21,7% en el sector 7 y el -38,6% en el sector
8 (Tabla 50, Grafica 45). En la representacion colorimétrica de la Grafica 45 se sigue
manteniendo el patréon en corbata observado entre los EA moderada y controles pero con
colores mas suaves mostrando que estos cambios no son tan acentuados como en la

comparativa anterior.

Tabla 49. Analisis del espesor peripapilar en los 12 sectores de los grupos EA moderada y EA
leve.

EA leve EA moderada EA moderada vs EA leve
(n=36) (n=11) % diferencia P-valor
Sector 1 99,22 + 24,69 87,37 £ 14,86 -11,9 0,148
peripapilar 2 87,53 +19,45 77,12 £ 13,46 -11,9 0,157
3 74,05 + 17,54 63,75+ 19,32 -13,9 0,175
4 65,54 + 12,68 70,50 + 23,2 7,6 0,876
5 82,94 + 17,25 88,50 + 22,88 6,7 0,438
6 108,44 + 26,18 104,25 + 22,73 -3,9 0,563
7 120,30 + 24,51 94,25 + 14,75 -21,7 0,005**
8 92,89 + 28,56 57,00 + 6,44 -38,6 <0,001**
9 63,89 + 15,71 55,75 + 10,95 -12,7 0,190
10 68,72 + 18,33 73,87 £ 18,79 7,5 0,273
11 89,69 + 23,13 95,50 + 29,55 6,5 0,474
12 102,08 + 28,65 85,12 +18,51 -16,6 0,057

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacion estandar)
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Grafica 45. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor entre los grupos EA
moderada y EA leve en el andlisis de la papila dividida en 12 sectores. En rojo adelgazamientos y
en verde engrosamientos. Con asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05;

%k %k
p<0,01.

En la Tabla 50 y en la Grafica 46 en la se resumen los resultados del analisis de OCT

peripapilar en el analisis de 12 sectores mediante y su comparativa entre los 3 grupos

estudiados.
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Tabla 50. Analisis del espesor peripapilar en los 12 sectores de los grupos estudiados

sector Control EA leve EA moderada EA leve vs EA moderada vs EA moderada vs EA
N control control leve
peri- [ [ [
papila % P- % %
r (n=35) (n=36) (n=11) diferenci valor diferenci P-valor diferenci P-valor
a a a
+ *
1 1229'37;‘ 99,22 +24,69 87,37+14,86  -3,0 0,617 -14,6 0,031 -11,9 0,148
* %
2 9822+15,78 87,53+19,45 77,12+13,46  -10,9 0'216 21,5 0,003 -11,9 0,157
3 83,17+19,69 74,05+17,54 63,75+19,32 -11,0 0055 33  0,021* -13,9 0,175
4  66,51+10,97 6554+12,68 70,50+2320  -1,5 0,791 6,0 0,938 7,6 0,876
5  79,00+22,83 82,94+17,25 88,50 +22,88 5,0 0,186 12,0 0,195 6,7 0,438
105,60 + 108,44 + 104,25 + 0,554 0,685 0,563
6 23,14 26,18 22,73 27 13 3.9
+ *% k%
7 112i'8895‘ 120,3 +24,51 94,25 + 14,75 2,9 0,700 -19,4 0,005 21,7 0,005
102,46 + 1 1* 1*
8 2 . 7‘; 92,89+2856 57,00t644 93 100 g4, <000 386 <000
9  64,17+16,05 63,89+1571 55,75+10,95 -0,4 0,982 131 0,151 12,7 0,190
10 61,97+12,39 68,72+18,33 73,87+18,79 10,9 0,164 19,2 0,061 7,5 0,273
11  85,37+19,05 89,69 23,13 95,50+ 29,55 5,1 0,538 119 0,274 6,5 0,474
111,66 + 102,08 + 0,296 0,003%* 0,057
+ i } 3
12 19.58 28,65 85,12 18,51 8,6 23,8 16,6
Media = DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; DE: desviacidn estandar)
EA leve EA moderada EA moderada
vs control vs control vs EA leve

i ento

Grafica 46. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor peripapilares en el analisis
de 12 sectores entre los 3 grupos. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con
asterisco los resultados con diferencias significativas *p<0,05; **p<0,01.

En la Grafica 47 se representa la comparacion mediante escala colorimétrica de las
diferencias de espesor entre los grupos tanto en el analisis de la macula mediante sectores

circulares concéntricos como en el analisis mediante la rejilla de 6x6.
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Grafica 47. Representacion colorimétrica de los cambios del espesor entre los grupos en el
analisis de la papila. En rojo adelgazamientos y en verde engrosamientos. Con asterisco los
resultados con diferencias significativas *p<0,05; **p<0,01.
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6.3.4 Estudio de la coroides mediante OCT Spectralis

Para el estudio del espesor coroideo medido mediante la OCT Spectralis se tuvo una muestra

de 8 controles y 17 pacientes con EA leve.

El espesor coroideo subfoveal tuvo una disminucion significativa (p<0,05) en los pacientes
con EA leve, donde el espesor fue de 204,47 + 39,14 mientras que en los controles era de

241,50 £ 39,69 (Tabla 51, Grafica 48).

En el sector nasal respecto a la fovea de la coroides se encontré una disminucion
significativa del espesor coroideo tanto a 500pum (195,12 £42,75, EA leve vs 236,50 £ 39,05,
control) (p<0,05), como a 1000um (189,59 + 31,96, EA leve vs 228,12 + 41,63, control)
(p<0,05) y a 1500um de la fovea (178,59 + 31,57, EA leve vs 226,38 + 38,95, control)
(p<0,05) (Tabla 51, Grafica 48).

En el sector inferior de la coroides se encontrd6 una disminucion estadisticamente
significativa a 500um de la fovea (197,76 + 38,07, EA leve vs 242,50 + 38,24, control)
(p<0,05) (Tabla 51, Grafica 48).

Respecto al adelgazamiento en los pacientes con EA leve respecto a los controles se encontro
que el mayor adelgazamiento estaba localizado a 1500um de la févea hacia nasal con una

disminucién de un -21,11%.
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Tabla 51 . Analisis del espesor coroideo de los grupos EA leve y control.

Control EA leve EA leve vs control

(n=8) (n=17) % diferencia P-valor
MMSE 29,40 + 1,83 24,00 5,32 <0,001%**
Févea 241,50 + 39,69 204,47 £39,14 -15,33 0,048*
Temp 500pm 239,12 + 53,61 206,71 £ 38,43 -13,56 0,109
Temp 1000pum 240,38 £ 58,71 211,06 + 38,49 -12,20 0,137
Temp 1500um 238,88 + 46,95 214,94 + 43,61 -10,02 0,244
Nas 500um 236,50 £ 39,05 195,12 £42,75 -17,50 0,047*
Nas 1000pm 228,12 +41,63 189,59 £ 31,96 -16,89 0,033*
Nas 1500pm 226,38 £ 38,95 178,59 £ 31,57 -21,11 0,013*
Sup 500pm 243,75+ 42,75 204,82 + 35,94 -15,97 0,062
Sup 1000pm 243,63 £39,41 205,24 + 39,32 -15,76 0,055
Sup 1500pum 244,50 + 43,53 202,18 + 38,04 -17,31 0,062
Inf 500pm 242,50 + 38,24 197,76 + 38,07 -18,45 0,018*
Inf 1000pm 246,50 £ 47,16 204,59 + 38,90 -17,00 0,054
Inf 1500pm 241,25 £ 35,62 206,76 + 39,33 -14,29 0,062

Media + DE; *P < 0,05, Test de Mann-Whitney

(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; Temp: temporal; Nas: nasal; Sup: superior; Inf: inferior; DE:

desviacion estandar)
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Grafica 48. Analisis del espesor coroideo en los grupos control y EA leve. EA: Enfermedad de
Alzheimer; Temp: temporal; Nas: nasal; Sup: superior; Inf: inferior. *p<0,05

6.3.5 Estudio de la zona avascular foveal mediante OCTA.
El analisis de la ZAF se realiz6 entre 8 pacientes controles y 14 pacientes con EA leve.

En el andlisis de la ZAF superficial se encontrd que los controles mostraban un area de 0,60
+ 0,23 mm?, mientras que los pacientes con EA leve el 4rea era de 0,65 + 0,18 mm?; siendo

esta diferencia no significativa (p>0,05) (Tabla 52, Gréfica 49).
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El 4rea de la ZAF profunda revel6 en los controles un area de 0,28 + 0,12 mm?, mientras
que en los pacientes con EA leve el area era de 0,29 + 0,12 mm?, donde tampoco se

encontraban diferencias significativas (p>0,05) (Tabla 52, Grafica 49).

Tabla 52.Analisis de la zona avascular foveal entre los grupos EA leve y control

Control EA leve
P-valor
(n=8) (n=14)
MMSE 29,40 +1,83 24,00 £ 5,32 <0,001**
ZAF superficial (mm?) 0,60 +0,23 0,65+0,18 0,413
ZAF profunda (mm?) 0,28 +0,12 0,29 +0,12 0,441

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(EA: Enfermedad de Alzheimer; MMSE: Mini Mental State Examination; ZAF: zona avascular foveal; DE:
desviaciéon estandar)

Zona avascular foveal

0,8

0,7 T

0,6
0,5

—_

0,3
0,2
0,1
0,0

ZAF sup ZAF prof

B Control [JEA leve

Grafica 49. Zona avascular foveal de los pacientes controles y EA. ZAF: zona avascular foveal; EA:
Enfermedad de Alzheimer.

6.3.6 Estudio de la oxihemoglobina en la cabeza del nervio optico.

Mediante el uso del software “Laguna ONLE” se calcul6 la Hb total y por sectores de la

cabeza del nervio optico de 17 pacientes con EA leve y 49 controles.

En ninguno de los pardmetros analizados se encontraron diferencias significativas (p>0,05)

en los valores de Hb en la cabeza del nervio 6ptico (Tabla 53, Gréfica 50).



RESULTADOS

Tabla 53. Porcentaje de la oxihemoglobina en el nervio éptico analizada mediante fotografias
del nervio doptico con el programa Laguna ONhE en los grupos de EA leve y control

Control EA leve EA leve vs control
(n=49) (n=17) % diferencia P-valor
MMSE 30 10,00 23,35+ 3,12
Cociente E/P estimado 0,50 +£0,10 0,53+0,11 7,08 0,363
GDF 16,06 + 17,72 10,35 + 21,90 -5,71 0,391
Hb total 65,64 + 7,19 64,18 + 10,34 -1,46 0,608
Sectores s1 71,41+7,79 69,82 + 11,42 -1,59 0,792
S2 70,22+7,78 66,93 + 9,89 -3,30 0,259
S3 65,31+ 8,48 62,61+9,27 -2,70 0,352
S4 70,33+ 8,49 69,54 + 10,46 -0,79 0,849
S5 69,46 + 8,24 66,85+ 9,91 -2,61 0,495
S6 65,02 + 9,00 61,91 + 8,65 -3,11 0,253
S7 68,25+ 9,26 69,62 + 11,23 1,36 0,901
S8 68,66 + 8,2 67,96 + 11,04 -0,69 0,764
S9 65,29 + 9,43 62,08 £ 10,80 -3,21 0,235
S10 64,92 £9,54 69,24 +12,22 4,31 0,229
S11 65,37+7,42 67,21 +11,79 1,84 0,553
S12 63,12+ 8,11 62,04 + 13,85 -1,08 0,775
S13 63,85+ 9,29 68,31+ 12,70 4,45 0,226
S14 64,63 + 7,85 66,10 £ 12,50 1,47 0,468
S15 62,07 £ 7,45 61,21 + 13,43 -0,86 0,843
Si6 66,06 + 9,25 67,92 £ 11,50 1,86 0,660
S17 67,97 +7,73 67,41 +11,61 -0,56 0,965
s18 64,13 + 7,69 62,12 + 11,68 -2,01 0,665
S19 69,90 + 8,95 70,24 + 11,34 0,33 0,883
S20 70,79 8,02 68,65 + 10,25 -2,14 0,538
S21 64,92 + 8,84 60,80 + 9,81 -4,12 0,168
S22 71,89+ 8,42 70,36 £12,16 -1,52 0,764
S23 71,17+ 7,83 67,51+10,72 -3,66 0,235
S24 65,12 + 8,93 61,06 + 9,57 -4,06 0,177

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney.
(EA: Enfermedad de Alzheimer; vs: versus; cpg: ciclos por grado; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 50. Representacion colorimétrica de los cambios de % de hemoglobina en la cabeza del
nervio éptico medido mediante el programa de Laguna ONhE entre los pacientes con EA leve y
controles de edad.

6.4Curvas ROC

A partir de la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) se representan las parejas (1-
especificidad, sensibilidad) obtenidos al considerar todos los posibles puntos de corte de la
prueba proporcionandonos una representacion global de la exactitud diagndstica, que vendra
definida mediante el valor del area bajo la curva (aROC). Una vez construida la curva se
determina el mejor punto de corte, el cual combine una mejor sensibilidad y especificidad

(punto que queda mas hacia arriba y hacia la izquierda).

6.4.1 Test psicofisicos. Curvas ROC

El analisis de las curvas ROC de los métodos psicofisicos mostré que todas las pruebas
tenian un alto valor predictivo en el que todas el p-valor era menor de 0,001. EI mayor valor
predictivo lo muestran las altas frecuencias espaciales en el test de SC siendo la mejor prueba
la frecuencia de 18cpg (aROC=0,833; p<0,001), es decir, la exactitud diagndstica es de un
83,3%, seguida por la frecuencia de 12cpg (aROC=0,823; p<0.001), 6 cpg (aROC=0,795;
p<0,001), el test de reconocimiento TDP (aROC=0,792; p<0,001), los errores inespecificos
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en la region del deutan (aROC=0,746; p<0,001), del tritan (aROC=0,736; p<0,001), la
medida de la AV (aROC=0,714; p<0,001), la SC de 3cpg (aROC=0,712; p<0,001), y por
ultimo los errores totales inespecificos del test Farnsworth (aROC=0,702; p<0,001) (Tabla
54, Grafica 51).

Tabla 54. Analisis del area bajo la curva en los test psicofisicos.

Test aRoC DE P-valor
AV 0,714 0,051 <0,001**
SC (cpg) 3 0,712 0,052 <0,001%**
6 0,795 0,046 <0,001%*
12 0,828 0,043 <0,001%*
18 0,833 0,040 <0,001**

Farnsworth Errores totales 0,702 0,054 0,001**
Errores eje tritan 0,736 0,051 <0,001**
Errores eje deutan 0,746 0,051 <0,001**
TDP 0,792 0,045 <0,001**

*Pp<0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; AV: agudeza visual; SC:
sensibilidad al contraste; TDP: test digital de percepcion; DE: desviacion estandar)
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Grafica 51. Analisis de las curvas ROC de los métodos psicofisicos.
A. Agudeza visual; B. Sensibilidad al contraste; C. Percepcién del color y D. Test digital de
percepcion.

6.4.2 Pruebas morfologicas. Curvas ROC

Se analizaron las curvas ROC de todos los pardmetros de retina medidos mediante la OCT,

tanto maculares como peripapilares.
Curvas ROC en el analisis de la macula mediante sectores circulares concéntricos

Las medidas maculares que mostraron una significacion estadistica fueron el espesor foveal
(aROC=0,708; p<0,01), en el andlisis de la mécula mediante sectores circulares
concéntricos, en el anillo macular interior el sector inferior (aROC=0,680; p<0,05) y
temporal (aROC=0,665; p<0,05). El resto de los parametros analizados nos mostraban

significacion estadistica (Tabla 55, Grafica 52).
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Tabla 55. Analisis del area bajo la curva de los parametros maculares del analisis de circulos
concéntricos analizados mediante OCT.

aROC DE P-valor
Fovea 0,708 0,064 0,004**
Superior 0,638 0,070 0,056
Nasal 0,616 0,072 0,108
Anillo macular interior
Inferior 0,680 0,067 0,013*
Temporal 0,665 0,068 0,022*
Superior 0,510 0,073 0,885
Nasal 0,550 0,072 0,486
Anillo macular exterior
Inferior 0,453 0,073 0,519
Temporal 0,538 0,073 0,599

*P<0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 52. Analisis de las curvas ROC del analisis de la macula en sectores circulares
concéntricos mediante OCT. A: aROC de la fovea; B: aROC de la macula interior en el sector
inferior; C: aROC de la macula interior en el sector temporal.
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Curvas ROC en el andlisis de la mdacula mediante una rejilla cuadrangular de 6x6.

Los valores que se mostraron con un valor predictivo significativo en el analisis macular

mediante una rejilla cuadrangular de 6x6 fueron el cuadrado 15 (aROC=0,681; p<0,05), el
cuadrado 16 (aROC=0,663; p<0,05), el cuadrado 21 (aROC=0,726; p<0,01) y el cuadrado
22 (aROC=0,707; p<0,01). El resto de los parametros analizados mediante la rejilla

cuadrangular de 6x6 no mostraron valores con significacion estadistica (Tabla 56, Grafica

53).

Tabla 56. Analisis del area bajo la curva en los diferentes parametros maculares del analisis de

una rejilla cuadrangular de 6x6.

aROC DE P-valor
Macula 6x6 (sector) 1 0,542 0,072 0,558
2 0,562 0,073 0,392
3 0,510 0,072 0,885
4 0,543 0,073 0,549
5 0,557 0,073 0,434
6 0,601 0,072 0,161
7 0,528 0,072 0,703
8 0,528 0,073 0,703
9 0,526 0,072 0,717
10 0,507 0,072 0,921
11 0,496 0,073 0,953
12 0,594 0,072 0,193
13 0,549 0,073 0,502
14 0,594 0,072 0,195
15 0,681 0,066 0,012*
16 0,663 0,067 0,024*
17 0,604 0,071 0,150
18 0,557 0,072 0,430
19 0,556 0,074 0,438
20 0,614 0,073 0,116
21 0,726 0,063 0,002%*
22 0,707 0,065 0,004**
23 0,590 0,071 0,214
24 0,579 0,072 0,275
25 0,506 0,075 0,937
26 0,465 0,074 0,626
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27 0,504 0,073 0,953
28 0,500 0,072 0,995
29 0,466 0,072 0,636
30 0,572 0,072 0,317
31 0,525 0,074 0,727
32 0,508 0,073 0,916
33 0,482 0,073 0,808
34 0,473 0,074 0,713
35 0,554 0,074 0,453
36 0,586 0,073 0,236

*P<0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; DE: desviacion estandar)
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Grafica 53. Analisis de las curvas ROC del andlisis de la macula en una parrilla cuadrada de 6x6
mediante OCT. A: aROC del cuadrado 15; B: aROC del cuadrado 16; C: aROC de la macula del
cuadrado 21; D: aROC del cuadrado 22. A la derecha representacion grafica de las areas maculares

correspondientes mediante el diagrama de 6x6.
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Curvas ROC en el andlisis de la papila en 4 sectores.

En el anélisis de las curvas ROC ninguno de los 4 sectores mostrd significacion estadistica.

En la Tabla 57 se muestran los valores obtenidos del analisis.

Tabla 57. Analisis del drea bajo la curva en los diferentes parametros del analisis peripapilar

en 4 sectores.

aROC DE P-valor
Superior 0,611 0,071 0,125
Nasal 0,614 0,070 0,116
Sector de papila
Inferior 0,580 0,071 0,272
Temporal 0,568 0,072 0,350
Espesor promedio de papila 0,617 0,070 0,107

*P<0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; DE: desviacidn estandar)

Curvas ROC en el andlisis de la papila en los 12 sectores horarios.

En el estudio de las curvas ROC para los 12 sectores horarios peripapilares se encontro

significacion estadistica para el sector 2 (aROC=0,715; p<0,01) y el sector 8 (aROC=0,668;

p<0,05). El resto de sectores analizados no mostr6 significacion estadistica (Tabla 58,

Grafica 54).

Tabla 58. Analisis del drea bajo la curva en los diferentes parametros de retina analizados

mediante OCT.

aROC DE P-valor
Papila (sectores horarios) 1 0,633 0,070 0,066

2 0,715 0,064 0,003**
3 0,629 0,069 0,075
4 0,497 0,072 0,969
5 0,454 0,073 0,523
6 0,520 0,072 0,777
7 0,549 0,072 0,498
8 0,668 0,068 0,020*
9 0,569 0,071 0,340
10 0,403 0,071 0,180
11 0,467 0,072 0,650
12 0,596 0,071 0,184

*P<0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; DE: desviacion estandar)
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Grafica 54. Analisis de las curvas ROC del analisis de de la papila en los 12 sectores
horarios mediante OCT. A: aROC del sector 2; B: aROC del sector 8.

Curvas ROC en el analisis del espesor coroideo.

Todos los valores de la coroides mostraron un buen valor predictivo siendo todos
significativos excepto a 1500 um de la fovea en el sector temporal.
Los mejores valores de curvas ROC se obtuvieron para el espesor coroideo subfoveal
(aROC=0,750; p<0,01), el sector nasal a 500 pm (aROC=0,750; p<0,01), 1000 pm
(aROC=0,768; p<0,01), y 1500 pm (aROC=0,813; p<0,01), y en el sector inferior a
500 pm (aROC=0,798; p<0,01) (Tabla 59, Grafica 55).
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Tabla 59 . Andlisis del drea bajo la curva en el estudio del espesor coroideo.

aRoC DE P-valor
Subfoveal 0,750 0,077 0,005**
Temp 500pum 0,702 0,089 0,022*
Temp 1000pum 0,688 0,093 0,034*
Temp 1500um 0,647 0,089 0,096
Nas 500um 0,750 0,076 0,005**
Nas 1000pum 0,768 0,082 0,002**
Nas 1500pm 0,813 0,070 <0,001%*
Sup 500pum 0,735 0,080 0,008**
Sup 1000um 0,743 0,079 0,006**
Sup 1500um 0,735 0,083 0,008**
Inf 500um 0,798 0,068 <0,001%*
Inf 1000um 0,743 0,082 0,006**
Inf 1500um 0,735 0,081 0,008**

*P < 0,05; **P<0,01; (aROC: area under the receiver operating characteristic; Temp: temporal; Nas:
nasal; Sup: superior; Inf: inferior; DE: desviacion estandar)

A. Subfoveal B. Nasal 500um C. Nasal 1000pum

Sensibilidad
Sensibilidad
Sensibilidad

aR0OC=0,750 aR0OC=0,750 aR0OC=0,768
D'Dﬂﬂ 02 04 08 o8 10 Dnﬂﬂ. EI:E 04 08 B;% 10 D‘nﬂﬂ 02 04 06 08 10
1 - Especificidad 1 - Especificidad 1 - Especificidad
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08 08
E 06 § 08
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Grafica 55. Analisis de las curvas ROC del espesor coroideo medido mediante OCT Spectralis.
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6.5 Analisis de correlaciones con el MMSE.

En el analisis de correlaciones se ha estudiado la relacion lineal que existe entre todas las
pruebas psicofisicas y parametros de OCT (maculares y peripapilares) con el valor del

MMSE que es uno de los test usados para detectar el deterioro cognitivo y evaluar su

evolucioén y estadio.

Para analizar dichas relaciones lineales se ha calculado el coeficiente de correlacion de
Pearson. Este coeficiente toma valores entre -1 y 1. Valores positivos y cercano a | indican
una fuerte relacion lineal positiva entre las dos variables (es decir, cuando una de ellas
aumenta, la otra también). Valores negativos y cercanos a -1 indican una fuerte relacion

lineal negativa entre las dos variables (cuando una de ellas disminuye, la otra aumenta).

Valores cercanos al 0 indican ninguna relacion lineal entre las variables a analizar.

6.5.1 Correlaciones MMSE y test psicofisicos

En el andlisis de la correlacion de Pearson entre el MMSE con los test psicofisicos se

encontr6 que todas las pruebas presentaban una significacion estadistica (p<0,001).

Tabla 60. Correlacion de Pearson entre Mini Mental State Examination y Test Psicofisicos

r P-valor
Agudeza Visual 0,406 <0,001**
3 cpg 0,386 <0,001**
Sensibilidad al 6 cpg 0,544 <0,001**
Contraste 12 cpg 0,439 <0,001%*
18 cpg 0,411 <0,001**
Errores totales -0,483 <0,001**
Rue 28-Hue Errores inespecificos eje tritan -0,451 <0,001**
Errores inespecificos eje deutan -0,506 <0,001**

TDP Laminas correctas 0,257 0,012*

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson (cpg, ciclos por grado; TDP, Test Digital de Percepcidn).

La mayor correlacion con el MMSE se encontré en el test de SC en la frecuencia de 6 cpg
con una correlacion positiva de 0,544 (p<0,001), seguida por los errores inespecificos del

eje del deutan en el andlisis de la percepcion del color con una correlacion significativa
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inversa de -0,506 (p<0,001) (a menor MMSE, mayor nimero de errores), los errores totales
(r = -0,483; p<0,001), los errores inespecificos del eje del tritan (r = -0,451; p<0,01) que
presentan correlaciones muy altas, seguido por la SC de 12 cpg (r = 0,439; p<0,01) y de 18
cpg (r=0,411; p<0,01), la AV (r =0,406; p<0,01), la SC de 3 cpg (r = 0,386; p<0,01) y el
test de integracion visual TDP (r = 0,257; p<0,01), presentando estas ultimas todas

correlaciones positivas (Tabla 60).

6.5.2 Correlaciones MMSE y OCT

En el andlisis de correlaciones entre el MMSE vy los parametros de la OCT se encontraron

correlaciones significativas tanto en la porcion macular como en la peripapilar (Tabla 61).

Respecto a las medidas maculares la mejor correlacion con la puntuacion del MMSE fue
para El cuadrado 4 en el analisis de 6x6 (r = 0,277; p<0,05), seguida por el cuadrado 6 (r =
0,262; p<0,05), el cuadrado 12 (r = 0,261; p<0,05), el cuadrado 24 (r = 0,253; p<0,05), el
cuadrado 16 (r=0,243; p<0,05), el cuadrado 5 (r = 0,242; p<0,05), el cuadrado 3 (r=0,238;
p<0,05), el cuadrado 30 (r = 0,232; p<0,05) y en el analisis en circulos concéntricos el anillo

macular exterior temporal (r = 0,229; p<0,05) (Tabla 61).

Tabla 61. Correlacion de Pearson entre Mini Mental State Examination y OCT

Test r P-valor
Macula
Macula redondo Anillo. Ext. Temp 0,229 0,038*
3 0,238 0,035*
4 0,277 0,014*
5 0,242 0,032*
Macula 6x6 6 0,262 0,021*
12 0,261 0,023*
16 0,243 0,030*
24 0,253 0,027*
30 0,232 0,042*
Papila
4 sectores Superior 0,340 0,002**
Inferior 0,328 0,004*
12 sectores 1 0,260 0,022*
7 0,278 0,014*
12 0,370 0,001**
Espesor promedio 0,308 0,007**

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson.
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Las correlaciones de mayor a menor de la papila con la puntuacion del MMSE fueron el
sector 12 en el andlisis de sectores horarios (r =0,370; p<0,01), en el analisis de los 4 sectores
el sector superior (r = 0,340; p<0,01) y el inferior (r = 0,328; p<0,01), el espesor promedio
peripapilar (r = 0,308; p<0,01) y en el analisis de 12 sectores el sector 7 (r = 0,278; p<0,01)
y 1 (r=0,260; p<0,01) (Tabla 61).

6.6 Analisis de correlaciones entre la sensibilidad al contraste y

el espesor de la retina medido con OCT.

6.6.1 Correlaciones sensibilidad al contraste y espesores maculares.

En el analisis de correlaciones de Pearson se ha estudiado la relacion lineal que existe entre
las frecuencias estudiadas de la sensibilidad al contraste y las medidas de la retina maculares

proporcionadas por la OCT.

Correlacion de Pearson entre la SCy el andlisis de la macula mediante sectores circulares

concéntricos.

Los mejores valores de correlacion macular con la SC se encontraron en la frecuencia de 3
cpg donde eran significativas las correlaciones encontradas en la fovea (r = 0,375; p<0,01),
en el anillo macular interior en superior (r = 0,401; p<0,01), nasal (r = 0,223; p<0,05),
inferior (r = 0,442; p<0,01), y temporal (r = 0,438; p<0,01); en el anillo macular exterior en
superior (r = 0,247; p<0,05), nasal (r = 0,231; p<0,05) y temporal (r = 0,280; p<0,05) y en
el espesor central (r=0,277; p<0,05), en la media de espesores maculares (r = 0,366; p<0,01)

y en el volumen macular (r = 0,348; p<0,01) (Tabla 62, Grafica 56).

En la frecuencia de 6 cpg se encuentra una correlacion significativa con el espesor foveal
(r=0,243; p<0,05), con el anillo macular interior en los sectores inferior (r = 0,260; p<0,05)
y temporal (r = 0,275; p<0,05) y con el anillo macular exterior con el sector temporal (r =

0,226; p<0,05) (Tabla 62, Grafica 56).

En la frecuencia de 12 cpg las correlaciones significativas se encuentran en el espesor foveal
(r=0,316; p<0,01), en el anillo macular interior en el sector temporal (r = 0,274; p<0,05),
en el anillo macular exterior en el sector temporal (r = 0,232; p<0,05) y en el espesor central

(r=0,267; p<0,05) (Tabla 62, Grafica 56).
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Respecto a la frecuencia de 18 cpg, se encontraron correlaciones significativas en la fovea
(r=0,353; p<0,01), en el anillo maculare interior en los sectores inferior (r = 0,267; p<0,05)
y temporal (r = 0,307; p<0,01) y en el espesor central (r = 0,224; p<0,05) (Tabla 62, Grafica
56).

En la Grafica 56 se encuentra una representacion es escala de verdes donde se representan
aquellas areas maculares que tienen una correlacion significativa con las diferentes

frecuencias espaciales analizadas mediante el test de SC.

Tabla 62. Correlacion de Pearson entre el test de SC y los parametros maculares del analisis de
circulos concéntricos analizados mediante OCT.

CSV-1000E
3 cpg 6 cpg 12 cpg 18 cpg
r P-valor r P-valor r P-valor r P-valor
Fovea 0,375 0,001** 0,243 0,029* 0,316 0,004** 0,353 0,001**
Superior 0,401 <0,001** 0,204 0,068 0,184 0,100 0,208 0,063
Anillo macular Nasal 0,223 0,047* 0,063 0,576 -0,027 0,810 -0,013 0,907
interior Inferior 0,442 <0,001** 0,260 0,019* 0,228 0,041 0,267 0,016*
Temporal 0,438 <0,001** 0,275 0,013* 0,274 0,013* 0,307 0,005**
Superior 0,247 0,027* 0,055 0,626 0,051 0,651 0,068 0,550
Anillo macular Nasal 0,231  0,041* 0,014 0,901 0,014 0904 0,009 0,940
exterior Inferior 0,111 0,329 -0,049 0,668 -0,019 0,867 -0,045 0,692
Temporal 0,280 0,012* 0,226 0,043* 0,232 0,039* 0,219 0,051
Espesor central 0,277 0,013* 0,139 0,218 0,267 0,017* 0,224 0,046*
Media macular 0,366  0,001** 0,183 0,111 0,187 0,103 0,203 0,077
Volumen macular 0,348  0,002** 0,133 0,242 0,174 0,125 0,161 0,157

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson. (cpg: ciclos por grado).
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3 cpg 6 cpg

Grafica 56. Correlaciones de Pearson entre la sensibilidad al contraste y el andlisis mediante
sectores concéntricos de la macula mediante OCT. En verde aquellas correlaciones significativas
p<0,05.

Correlacion de Pearson entre la SC y el andlisis de la mdacula mediante una rejilla

cuadrangular de 6x6.

En la frecuencia de 3 cpg fue en la que se encontré un mayor numero de correlaciones con
la rejilla cuadrangular de 6x6. Se encontraron correlaciones significativas en el cuadrado 3
(r=10,290; p<0,01), el cuadrado 4 (r = 0,322; p<0,01), el cuadrado 5 (r = 0,261; p<0,05), el
cuadrado 6 (r=0,252; p<0,05), el cuadrado 9 (r = 0,333; p<0,01), el cuadrado 10 (r=0,369;
p<0,01), el cuadrado 11 (r =0,304; p<0,01), el cuadrado12 (r = 0,303; p<0,01), el cuadrado
14 (r=0,260; p<0,05), el cuadrado 15 (r=0,405; p<0,01), el cuadrado 16 (r=0,414; p<0,01),
el cuadrado 17 (r = 0,364; p<0,01), el cuadrado 18 (r = 0,264; p<0,05), el cuadrado 20 (r =
0,255; p<0,05), el cuadrado 21 (r = 0,399; p<0,01), el cuadrado 22 (r = 0,406; p<0,01), el
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cuadrado 23 (r = 0,308; p<0,01), el cuadrado 24 (r = 0,304; p<0,01), el cuadrado 30 (r =
0,322; p<0,01), el cuadrado 35 (r = 0,229; p<0,05) vy el cuadrado 36 (r = 0,233; p<0,05)
(Tabla 63, Grafica 57).

La frecuencia de 6 cpg mostr6 una correlacion significativa con el cuadrado 15 (r =0,251;
p<0,05), el cuadrado 16 (r=0,243; p<0,05), el cuadrado 21 (r=0,229; p<0,05) y el cuadrado
22 (r=0,235; p<0,05) (Tabla 63, Grafica 57).

La frecuencia de 12 cpg tenia una correlacion significativa con el cuadrado 12 (r = 0,237,
p<0,05), el cuadrado 21 (r = 0,238; p<0,05) y el cuadrado 22 (r = 0,221; p<0,05) (Tabla 63,
Grafica 57).

La frecuencia de 18 cpg tenia una correlacion significativa con el cuadrado 15 (r = 0,299;
p<0,01), el cuadrado 21 (r = 0,339; p<0,05) y el cuadrado 22 (r = 0,277; p<0,05) (Tabla 63,
Grafica 57).

En la Grafica 57 se encuentra una representacion es escala de verdes donde se representan
aquellas areas maculares que tienen una correlacion significativa con las diferentes

frecuencias espaciales analizadas mediante el test de SC.
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Tabla 63. Correlacion de Pearson entre el test de SC y los parametros maculares del analisis de
una rejilla cuadrangular de 6x6 analizados mediante OCT.

CSV-1000E
3 cpg 6 cpg 12 cpg 18 cpg
r P-valor r P-valor r P-valor r P-valor
Macula 6x6 0,290 0,010** 0,126 0,273 0,030 0,793 0,079 0,493
(sector) 0322  0004** 0155 0,177 0053 0643 0123 0,283

0,252 0,028* 0,120 0,300 0,207 0,072 0,171 0,140

3
4
5 0,261 0,021* 0,110 0,339 0,099 0,388 0,087 0,448
6
9

0,333 0,003** 0,109 0,341 0,035 0,760 0,087 0,450

10 0,369 0,001** 0,088 0,445 0,006 0,958 0,034 0,770

11 0,304 0,007** 0,085 0,460 0,029 0,800 0,016 0,892

12 0,303 0,008** 0,177 0,129 0,237 0,040* 0,142 0,225

14 0,260 0,021* 0,097 0,393 0,008 0,941 0,080 0,485

15 0,405 <0,001** 0,251 0,026* 0,210 0,063 0,299  0,007**

16 0,414  <0,001** 0,243  0,031* 0,190 0,094 0,211 0,062

17 0,364 0,001** 0,112 0,324 -0,033 0,770 0,038 0,739

18 0,264 0,020* 0,097 0,401 0,090 0,438 0,093 0,420

20 0,255 0,023* 0,140 0,219 0,029 0,801 0,083 0,465

21 0,399 <0,001** 0,229 0,042* 0,238 0,035* 0,339 0,002*

22 0,406  <0,001%** 0,235 0,037* 0,221 0,005* 0,277 0,013*

23 0,308 0,006** 0,133 0,246 -0,060 0,604 0,010 0,995

24 0,304 0,008** 0,182 0,166 0,075 0,521 0,118 0,309

30 0,322 0,003** 0,129 0,268 0,095 0,413 0,117 0,315

35 0,229 0,048* 0,013 0,912 0,087 0,456 0,077 0,514

36 0,233 0,046* 0,068 0,565 0,028 0,810 0,089 0,450

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson. (cpg: ciclos por grado).
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Grafica 57. Correlaciones de Pearson entre la sensibilidad al contraste y el analisis mediante una
rejilla cuadrangular de 6x6 de la macula mediante OCT. En verde aquellas correlaciones
significativas p<0,05.

6.6.2 Correlaciones sensibilidad al contraste y espesores
peripapilares.
En el anélisis de correlaciones de Pearson se ha estudiado la relacion lineal que existe entre
las frecuencias estudiadas de la sensibilidad al contraste y las medidas de la retina

peripapilares proporcionadas por la OCT.

Correlacion de Pearson entre la SC y el andlisis peripapilar dividido en 4 sectores

mediante OCT.

En el andlisis de correlaciones entre la SC y el espesor de la retina peripapilar dividida en 4

sectores Unicamente se encontré una correlacion significativa, la correlacion de la
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frecuencia de 12 cpg con el sector superior peripapilar (r = 0,238; p<0,05) (Tabla 64,
Grafica 58).

En la Grafica 58 se encuentra una representacion es escala de verdes donde se representan
aquellas areas peripapilares que tienen una correlacion significativa con las diferentes

frecuencias espaciales analizadas mediante el test de SC.

Tabla 64. Correlacion de Pearson entre el test de SC y los parametros del analisis peripapilar
en 4 sectores.

CSV-1000E
3 cpg 6 cpg 12 cpg 18 cpg
r P-valor r P-valor r P-valor r P-valor
Superior 0,087 0,446 0,210 0,065 0,238 0,038* 0,123 0,283
Nasal 0,180 0,118 0,050 0,665 0,082 0,477 0,065 0,572
Sector de papila
Inferior 0,054 0,640 0,036 0,755 0,082 0480 -0,052 0,651

Temporal -0,004 0,970 -0,158 0,174 -0,031 0,791 -0,080 0,490

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson. (cpg: ciclos por grado).
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Grafica 58. Correlaciones de Pearson entre la sensibilidad al contraste y el analisis mediante
peripapilar dividido en 4 sectores mediante OCT. En verde aquellas correlaciones significativas
p<0,05.

Correlacion de Pearson entre la SC y el andlisis peripapilar dividido en 12 sectores

horarios mediante OCT.

En el andlisis de correlaciones entre los 12 sectores horarios peripapilares y la frecuencia

de 3cpg no se encontrd ninguna significacion estadistica (Tabla 65, Grafica 59).

En la frecuencia de 6 cpg se encontr6 una significacion estadistica con el sector horario 1 (r=10,310;

p<0,01) y el sector horario 2 (r = 0,238; p<0,05) (Tabla 65, Grafica 59).

En la frecuencia de 12 cpg la significacion estadistica se encontr6 en el sector horario 2 (r = 0,343;

p<0,01) y el sector horario 12 (r = 0,262; p<0,05) (Tabla 65, Grafica 59).
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En la frecuencia de 18 cpg habia una correlacion significativa en el sector horario 2 (r = 0,337,

p<0,01) y el sector horario 10 (r = -0,278; p<0,05), siendo ésta ultima la unica correlacion

inversa (Tabla 65, Grafica 59).

En la Grafica 59 se encuentra una representacion es escala de verdes donde se representan

aquellas areas peripapilares que tienen una correlacion significativa con las diferentes

frecuencias espaciales analizadas mediante el test de SC.

Tabla 65. Correlacion de Pearson entre el test de SC y los parametros del andlisis peripapilar

en 12 sectores.

CSV-1000E
3 cpg 6 cpg 12 cpg 18 cpg
r P-valor r P-valor r P-valor r P-valor
Papila (sectores 1 0,166 0,146 0,310 0,005** 0,199 0,079 0,147 0,197
horarios) 2 0095 0405 0,238 0,034* 0,343 0,002** 0,337 0,002**
10 0,06 0,597 -0,059 0,606 -0,154 0,176 -0,278 0,013*
12 -0,014 0,901 0,091 0,429 0,262 0,021* 0,133 0,245

*P<0.05, **P<0.01 Test de Pearson. (cpg: ciclos por grado).
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Grafica 59. Correlaciones de Pearson entre la sensibilidad al contraste y el andlisis mediante
peripapilar dividido en 12 sectores horarios mediante OCT. En verde aquellas correlaciones
significativas p<0,05.

Tras el andlisis estructural de la retina en pacientes con EA mediante OCT y OCTA en las
que se obtuvieron diversas zonas de engrosamiento y otras de adelgazamiento respecto a los
controles, ya que no se disponia de tejido humano para intentar dar respuesta a las
alteraciones estructurales retinianas encontradas, se decidi6 analizar los cambios que se
producen en la retina de un modelo transgénico de raton de EA, a sabiendas de las diferencias

que pueden existir entre un modelo y la patologia humana.
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6.7 Analisis de las células Iba-1+ en las retinas de ratones
3xTgAD.

6.7.1 Descripcion morfologica de las células Iba-1+ en las muestras de

retina.

6.7.1.1 Grupo de animales no transgénicos de 16 meses de edad

(controles).

En los ratones pigmentados C57BL/6, las células Iba-1+ se distribuian por toda la extension
de la retina dispuestas en plexos en la CPE (Figura 54 A-B), CPI (Figura 55 A-B) y CFN-
CCG (Figura 57).

Capa plexiforme externa y capa plexiforme interna.

En el grupo control de edad, tanto en la CPE como en la CPI se observd que las células Iba-
1 + tenian un aspecto ramificado estrellado (Figura 54 A-B y Figura 55 A-B). Ademas, en
la CPI existia un tipo adicional de células Iba-1 + con aspecto dendritiforme (Figura 58

A1-A3 y Figura 59 B1-B3).

Las células Iba-1+ de aspecto ramificado formaban un plexo ordenado con forma de
mosaico distribuyéndose de forma equidistante. En estos plexos no se observaban
solapamientos o contactos entre las células vecinas. Los somas celulares eran triangulares u
ovalados y estaban centrados en la célula presentando un tamafio pequefio. Del soma
emergian prolongaciones primarias finas y largas que se dividian dicotdmicamente en
prolongaciones secundarias de las que derivaban prolongaciones terciarias. Tanto los somas
como las prolongaciones celulares, se posicionaban generalmente paralelos a la superficie

de la retina (Figura 54 A-B y Figura 55 A-B).

Las células Iba-1+ de aspecto dendritiforme, tenian un soma grueso del que emergian
prolongaciones primarias gruesas. Estas prolongaciones daban lugar a otras prolongaciones
secundarias mas cortas e igual de gruesas que las primarias. Esta morfologia daba a la célula
un aspecto similar al de las células dendriticas. Estas células eran poco numerosas, se
disponian paralelas a la superficie retiniana y se localizaban en el area yuxtapapilar y en la

retina periférica proxima a la ora serrata de la CPI (Figura 58 A1-A3 y Figura 59 B1-B3).

Capa de fibras nerviosas y capas de células ganglionares de la retina.
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En el grupo de animales no transgénicos en la CFN-CGR se distinguian dos tipos
morfoldgicos de células Iba-1+: unas células ramificadas (Figura 57 A) y otras células
perivasculares con apariencia alargada (Figura 57 B y Figura 60 Al), ambas se

encontraban en relacion con los vasos sanguineos.

Las células perivasculares Iba-1+, tenian una apariencia alargada y disponian tanto el soma
como sus prolongaciones en la pared vascular. Eran células poco ramificadas, que
presentaban un soma y unas prolongaciones celulares toscas. Esta poblacion celular no era
muy abundante y presentaba predileccion por los vasos venosos, encontrandose sobre todo
cerca de la cabeza del nervio Optico y sobre el vaso venoso retiniano periférico (Figura 57 B

y Figura 60 Al).

Las células Iba-1+ de aspecto ramificado eran las mas comunes en estas capas y se situaban
en relacion con los vasos sanguineos y en las zonas intervasculares. Los somas de estas
células eran pequenos y de forma ovoide o triangular, de ellos salian entre 2 a 4
prolongaciones primarias, que se dividian en prolongaciones secundarias mas finas, a partir
de las cuales salian otras terciarias cortas y finas. Tanto el soma como las prolongaciones de
estas células se disponian, de forma mayoritaria, paralelas a la superficie de la retina (Figura

57A). Las células de esta capa estaban muy proximas a las células Iba-1+ de la CPL

6.7.1.2 Grupo de animales transgenicos de Alzheimer (3xTgAD) de 16

meses de edad.

En los ratones pigmentados transgénicos 3xTgAD, al igual que en el grupo control, las
células Iba-1+ se distribuian por toda la extension de la retina dispuestas en plexos
localizados en la CPE, CPI y CFN-CCG. Sin embargo, estos plexos no eran tan uniformes,
al contrario de lo que ocurria en el grupo control no transgénico (Figura 54 C-G, Figura 55

C-G).
Capa plexiforme externa y capa plexiforme interna.

En estas capas los plexos Iba-1+ en algunas zonas retinianas perdian la estructura en mosaico
debido al agrupamiento de células Iba-1+, a expensas de zonas con menor densidad celular
Iba-1+ (Figura 54 C-G, Figura 55 C-G). A este cambio del mosaico también contribuia la

presencia de células Iba-1+ cuyos somas se disponian perpendiculares a la superficie de la
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retina, ocupando un menor espacio en la estructura en mosaico (Figura 54 D, E, H y Figura

55 E-H).

En algunas areas de agrupacion de células Iba-1+ se seguia un patron circular en el que se
podian observar como oleadas de células, distanciadas equidistantemente y alineadas, en las
que sus prolongaciones estaban orientadas hacia el interior del circulo (Figura 54 E y Figura
55 D). En estos patrones circulares, aparecian en el centro células Iba-1+ con somas muy
engrosados, prolongaciones muy retraidas y células con disposicion vertical (Figura 54D-E
y Figura 55 D, F). Cuando se observaba esta alteracion en el plexo microglial de la CPE,
también aparecia en la zona subyacente de la CPI, observandose un desplazamiento vertical
de microglias entre ambas capas y por tanto una alteracion en el mosaico microglial de las

capas plexiformes.

En otras zonas, las células Iba-1 + se disponian de forma organizada formando una
agrupacion lineal (barrera) en la cual las células estaban mas engrosadas y con gran
retraccion de las prolongaciones. Las células Iba-1 + proximas a estas “barreras”

reorientaban sus prolongaciones hacia ellas (Figura 54 F,G y Figura 55 E,G).

En algunas zonas de la retina, numerosas células Iba-1 + se disponian de forma
perpendicular a la superficie retiniana. Cuando esto ocurria la intensidad de la
inmunotincioén Iba-1 + de los somas se incrementaba considerablemente (Figura 54 H y
Figura 55 H). Cuando analizdbamos estas células con la herramienta del axiovision que
permite una visualizacion en 3D, se pudo observar que estas células se disponian
verticalmente y mandaban sus prolongaciones tanto a la CPI como a la CPE (Figura 56 B).
La disposicion vertical de las células Iba-1+ era mas frecuente en la CPI que en la CPE,

donde habia campos enteros en los que todas las células presentaban esta disposicion.

En los animales transgénicos en la CPE y en la CPI, se observaba en general un incremento
del tamafio de los somas y una retraccion de las prolongaciones celulares (Figura 54 C y
Figura 55 C). Ademas, en algunas zonas habia células Iba-1 + que presentaban una gran
hipertrofia con aumento considerable del tamafio de los somas y una gran retraccion de sus
prolongaciones. Sus prolongaciones primarias, al estar retraidas, eran mas gruesas y la
retraccion de las las prolongaciones secundarias y terciarias daban a la célula un aspecto
espiculado (Figura 54 D-G y Figura 55 D-G). Estas células se localizaban en las zonas de
“barrera” o de agrupamientos celulares mencionadas con anterioridad (Figura 54 D-G y

Figura 55 D-G).
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Capa de fibras nerviosas y capas de células ganglionares de la retina

En el grupo de animales transgénicos 3xTgAD, en la CFN-CGR se distinguian dos tipos
morfoldgicos de células Iba-1+: unas células ramificadas (Figura 57 C) y otras células
perivasculares (Figura 57 E) con apariencia alargada ambas se encontraban en relacion con

los vasos sanguineos.

Tanto las células perivasculares como las ramificadas, presentaban un aumento del tamafio
del soma, una retraccion y engrosamiento de las prolongaciones primarias y una retraccion
de prolongaciones secundarias y terciarias. Esta retraccion, aparentemente, provocaba que

el rea de arborizacion de estas células fuera menor (Figura 57 C y D).

A lo largo de toda la retina, tanto en los animales control como en los transgénicos, se
observo un punteado difuso Iba-1+ en donde se localizaban las células Iba-1 +, que era
mayor en areas cercanas al disco y disminuia en la periferia. En alguna célula se pudo
observar como este punteado se originaba de la célula Iba-1+, tanto de células de tipo

dendritico (Figura 58 Al y A3) como también de las células microgliales ramificadas.

6.7.2 Expresion de OX-6 en las retinas de animales transgénicos

3xTgAD y controles.

En los animales no transgénicos controles, se vio que existia una expresion constitutiva de
OX-6 en forma de acimulos que se disponian fundamentalmente en el soma de las células
Iba-1+ en todas las capas estudiadas (Figura 59 A1-A3), a excepcion de las células
dendriticas de la CPI (Figura 58 A1-A3 y Figura 59 B1-B3) y en las células perivasculares
de la CFNR (Figura 60 A1-A3), donde su expresion de OX-6 se daba en toda la extension
celular. En alguna de estas células se observo microvesiculas OX-6 + que se almacenaban y

parecian surgir del soma y de las prolongaciones de la célula (Figura 58 A2-A3).

En los animales transgénicos 3xTgAD, la observacion de la tincion de OX-6 no difiere de
los animales controles, mostrandose una expresion en forma de acimulo de OX-6 en el soma
de las células Iba-1+ en todas las capas estudiadas (Figura 59 C1-C3 y D1-D3). Igual que en
el control, las células dendriticas y las perivasculares expresaban OX-6 tanto en el soma

como en las prolongaciones (Figura 60 B1—B3).
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Figura 54. Células Iba-1+ de la capa plexiforme externa. Inmunofluorescencia con anti-lba-1.
Montaje plano de retina. En los ojos control (A-B) las células forman un plexo regular en forma de
mosaico por toda la retina teniendo la mayoria de ellas un aspecto ramificado. En los animales

3xTgAD (C-H) se observa en general un engrosamiento del soma y un acortamiento de las
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prolongaciones de las células Iba-1 + (C). La estructura en mosaico se pierde en algunas zonas,
existiendo zonas de agrupacion celular (flechas) en forma circular (E) o formando barreras (F, G) a
expensas de zonas sin células (*); en estas zonas se pueden observar células que cambian su
orientacién disponiéndose perpendicularmente a la superficie retiniana (cabeza de flecha blanca),
células que han retraido casi completamente sus prolongaciones adquiriendo aspecto ameboideo
(cabeza de flecha hueca). Las células de disposicion perpendicular se encuentran en algunas zonas

formando dareas extensas (H) (cabeza de flecha blanca). Capa plexiforme externa (CPE).
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Figura 55. Células Iba-1+ de la capa plexiforme interna. Inmunofluorescencia con anti-lba-1.
Montaje plano de retina. En los ojos control (A-B) la mayoria de las células tienen un aspecto
ramificado y forman un plexo regular en forma de mosaico a través de la retina. En los animales

3xTgAD (C-H) las células Iba-1 + se encuentran engrosadas y retraidas (C). En estos animales el
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mosaico deja de ser homogéneo, existiendo zonas de agrupacion celular (flechas) en forma circular
(D) o formando barreras (E, G) existiendo areas sin células (*). En las zonas de agrupamiento se
observan células de aspecto ameboideo con gran retraccion de las prolongaciones (cabeza de flecha
hueca) y células de disposicion vertical (cabeza de flecha blanca), estas ultimas también se
encuentran en otras zonas retinianas formando grandes extensiones (H). Capa plexiforme interna

(CPI).
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Figura 56. Células Iba-1+ de la capa plexiforme interna- capa plexiforme externa.
Inmunofluorescencia con anti-lba-1. Montaje plano de retina. Analisis en el plano XYZ con la
herramienta 3D view del axiovision. En algunas zonas de la retina de los animales 3xTgAD (B) se
observan células Iba-1 (flechas) que se disponen de forma perpendicular a la superficie retiniana
ocupando la capa plexiforme interna (CPI), capa nuclear interna (CNI) y capa plexiforme externa

(CPE). Estas células no se ven en el grupo control (A).
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Figura 57. Células Iba-1+ de la capa de fibras del nervio éptico. Inmunofluorescencia con anti-lba-
1. Montaje plano de retina. En los animales control (A, B) se observan células lba-1 + de aspecto
ramificado (A) (flecha) que en ocasiones se disponen sobre los vasos (v) y células perivasculares Iba
-1 + (B) (cabeza de flecha) con apariencia alargada, bipolar y con escasas ramificaciones, situadas
siempre sobre las paredes de los vasos (v). En los animales 3xTgAD tanto las células lba-1 +
ramificadas (C) (flecha) como las perivasculares (D) (cabeza de flecha) presentan engrosamiento del

soma y retraccion de las prolongaciones. Capa de fibras del nervio dptico (CFNO).
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Figura 58. Células Iba-1+ y OX-6 + de la capa plexiforme interna. Inmunofluorescencia con anti-
Iba-1y anti-OX-6. Montaje plano de retina con ApoTome. En la CPl de la retina se observan células
Iba-1+ (A1) (cabeza de flecha) con soma y prolongaciones gruesas semejantes a las células
dendriticas y localizadas en las zonas prdoximas al disco ptico y en la retina periférica. Estas células
son intensamente OX-6 + en toda su extension (A2, A3). En el soma se pueden observar acimulos
de microvesiculas OX-6 + (A2, A3) (flechas) las cuales parecen salir hacia el espacio extracelular.
Esto también se observa con el marcaje Iba-1+ (A1, A3) (cabeza de flecha). Capa plexiforme interna

(CP1).
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Figura 59. Células Iba-1+ y OX-6 + de las capas plexiformes interna y externa. Inmunofluorescencia
con anti-lba-1 y anti-OX-6. Montaje plano de retina con ApoTome. En los animales control en las
células Iba-1 + (CPE: A1-A3; CPI: B1-B3) se observa una expresidn constitutiva de OX-6 en forma de
acumulo solo en el soma celular (cabeza de flecha) (A2-A3; B2-B3), excepto en las células de aspecto
dendritiforme, en la que la expresiéon de OX-6 se produce en toda la célula (B2-B3) (flecha). En los
animales 3xTgAD la expresion de OX-6 (cabeza de flecha) es igual a la observada en los animales
control tanto en la CPE (C1-C3) como en la CPI (D1-D3). Capa plexiforme externa (CPE); Capa

plexiforme interna (CPI).



RESULTADOS

[

control I 3xTgAD |

CFNO

Figura 60. Células Iba-1+ y OX-6 + perivasculares de la capa de fibras del nervio dptico.
Inmunofluorescencia con anti-lba-1 y anti-OX-6. Montaje plano de retina con ApoTome. Tanto en
los animales control (A1-A3) como en los animales 3xTgAD (B1-B3) las células perivasculares lba-1
+ (A1, B1) (cabeza de flecha) expresan OX-6 de forma intensa tanto en el soma como en las
prolongaciones (A2-A3; B2-B3) (cabeza de flecha). Capa de fibras del nervio éptico (CFNO); vaso
(V).



RESULTADOS

6.7.3 Analisis cuantitativo de las retinas de ratones 3xTgAD y los
controles de edad.

Para el analisis cuantitativo de las retinas de los ratones 3xTgAD se utilizaron 8 retinas de 8
ratones de 16 meses de edad, que correspondian a ratones con una EA sintomatica. Los
resultados se compararon con 8 retinas de 8 ratones C57BL/6 no transgénicos (controles) de
la misma edad. Como se dijo con anterioridad dada la proximidad de la CFN-CCG y la CPI
en estos ratones fue imposible realizar una correcta separaciéon de estas capas. Por este
motivo, y para llevar a cabo un analisis estadistico mas correcto de los tejidos se decidio

dividir las poblaciones analizadas en dos plexos diferentes CPE y CCI (CPI+CCG+CFN).

6.7.3.1 Numero de células Iba-1+ en los ratones 3xTgAD y controles.

Numero de células Iba-1+ en la CPE.

En la CPE, el contaje manual de las células Iba-1+ en las muestras de ratones 3xTgAD en
la CPE mostré un aumento significativo de nimero de células en la media del contaje total
de toda la retina (20,67 + 2,92, 3xTgAD vs 19,49 £+ 1,72, control) (p<0,05) y en el sector
inferior de la retina respecto a los animales controles (22,42 + 2,58, 3xTgAD vs 20,00 +
2,02, control) (p<0,05) y (Tabla 66, Grafica 60).

Tabla 66. Contaje del nimero de células Iba-1+ en la CPE de los ratones 3xTgAD y controles.

CPE
3xTgAD Control P-valor
Inferior 22,42 +2,58 20,00 + 2,02 0,039*
Nasal 21,04 + 3,02 19,89 +1,42 0,314
Superior 19,33 +£3,39 18,83 +1,89 0,682
Temporal 19,88 £ 2,05 19,22 +1,66 0,514
Total 20,67 £2,92 19,49+1,72 0,035*

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(CPE: capa plexiforme externa; DE: desviacion estandar)
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Grafica 60. Numero de células Iba-1+ en las CPE en los ratones 3xTgAD y los controles.
*p<0.05; **p<0.01; Test de Mann-Whitney.

Numero de células Iba-1+ en el complejo CI.

En el CCI, en todos los sectores analizados se encontr6 un aumento significativo en el
nimero de células Iba-1+ en los ratones 3xTgAD respecto a los controles: inferior (25,79 +
2,33, 3xTgAD vs 17,56 £ 1,66, control) (p<0,001), nasal (25,00 + 3,08, 3xTgAD vs 17,33 +
1,43, control) (p<0,001), superior (23,46 = 2,58, 3xTgAD vs 17,50 + 1,64, control)
(p<0,001), y temporal (22,67 £ 1,17, 3xTgAD vs 17,11 £ 1,20, control) (p<0,001), asi como
en el promedio de toda la retina (24,23 + 2,60, 3xTgAD vs 17,38 = 1,53, control) (p<0,001).
En los ratones 3xTgAD el mayor incremento de células Iba-1+ se observo en los sectores

inferior y nasal (Tabla 67, Grafica 61).

Tabla 67. Contaje del nimero de células Iba-1+ en el CCl de los ratones 3xTgAD y controles.

ccl
3xTgAD Control P-valor
Inferior 25,79 £2,33 17,56 + 1,66 <0,001%*
Nasal 25,00 + 3,08 17,33+£1,43 <0,001**
Superior 23,46 £ 2,58 17,50 £ 1,64 <0,001**
Temporal 22,67 +1,17 17,11 +£1,20 <0,001**
Total 24,23 + 2,60 17,38 +1,53 <0,001**

Media * DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(CCl: complejo capas internas; DE: desviacidn estandar)




RESULTADOS

Numero de células Iba-1+ en el CCI

29 ok o
+
= 27 — %k %k %k %k
3 o
— 25
£
323
Qo
o
o 21
©
g 19
E
S 17
=

15

Inferior Nasal Sup Temp Total

Bl 3xtgAD [ Control

Grafica 61. Nimero de células Iba-1+ en las CCl en los ratones 3xTgAD y los controles.
*p<0.05; **p<0.01; Test de Mann-Whitney.

6.7.3.2 Area del soma Iba-1+ en los ratones 3xTgAD y controles.

Area del soma Iba-1+ en la CPE.

En la CPE el area del tamafio del soma de las células Iba-1+ mostraba una diferencia
significativa en todos los sectores de la retina: inferior (82,82 + 13,82, 3xTgAD vs 54,48 +
13,82, control) (p<0,001), nasal (88,78 =+ 30,00, 3xTgAD vs 56,97 + 11,55, control)
(p<0,001), superior (90,72 + 23,30, 3xTgAD vs 58,10 + 13,89, control) (p<0,001), y
temporal (83,01 + 22,85, 3xTgAD vs 57,82 + 13,15, control) (p<0,001) asi como en el
promedio total de la retina (86,33 + 13,12, 3xTgAD vs 56,84 + 25,46, control) (p<0,001)

en los animales 3xTgAD respecto a los controles (Tabla 68, Grafica 62).

En los animales 3xTgAD el mayor area del tamafio del soma en la CPE se obtuvo en los

sectores nasal y superior (Tabla 68, Grafica 62).
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Tabla 68. Area del soma Iba-1+ en la CPE de los ratones 3xTgAD y controles.

CPE
3xTgAD Control P-valor
Inferior 82,82 +13,82 54,48 + 13,82 <0,001**
Nasal 88,78 + 30,00 56,97 + 11,55 <0,001**
Superior 90,72 + 23,30 58,10 + 13,89 <0,001**
Temporal 83,01 + 22,85 57,82 + 13,15 <0,001**
Total 86,33 + 13,12 56,84 + 25,46 <0,001**

Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(CPE: capa plexiforme externa; DE: desviacion estandar)
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Grafica 62. Area del soma Iba-1+ en las CPE en los ratones 3xTgAD y los controles.
*p<0.05; **p<0.01; Test de Mann-Whitney.

Area del soma Iba-1+ en el CCI.

En el CCI los valores del area del tamafio del soma de las células Iba-1+ mostraba una
diferencia significativa en todos los sectores de la retina: inferior (80,26 + 20,36, 3xTgAD
vs 46,67 + 11,52, control) (p<0,001), nasal (84,40 + 21,80, 3xTgAD vs 48,20 + 9,78,
control) (p<0,001), superior (84,30 = 17,67, 3xTgAD vs 54,44 + 12,13, control) (p<0,001),
y temporal (79,11 + 20,49, 3xTgAD vs 50,40 + 10,54, control) (p<0,001), asi como en el
promedio total de la retina (82,03 + 20,17, 3xTgAD vs 49,96 + 11,35, control) (p<0,001)

en los animales 3xTgAD respecto a los controles (Tabla 69, Grafica 63).

En el grupo 3xTgAD el mayor tamafio del 4rea del soma en el CCI se obtuvo en las areas

nasal y superior (Tabla 69, Grafica 63).
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Tabla 69. Area del soma Iba-1+ en el CCI de los ratones 3xTgAD y controles.

CcCl
3xTgAD Control P-valor
Inferior 80,26 + 20,36 46,67 +11,52 <0,001**
Nasal 84,40 + 21,80 48,20 +9,78 <0,001**
Superior 84,30 +17,67 54,44 +12,13 <0,001**
Temporal 79,11 +20,49 50,40 +10,54 <0,001**
Total 82,03 +20,17 49,96 + 11,35 <0,001**
Media + DE; *P < 0,05, **P < 0,01 Test de Mann-Whitney
(CClI: complejo capas internas; DE: desviacidn estandar)
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Grafica 63. Area del soma Iba-1+ en las CCl en los ratones 3xTgAD y los controles.

*p<0.05; **p<0.01; Test de Mann-Whitney.
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El Alzheimer, como todas las demds patologias neurodegenerativas, carecen de
biomarcadores objetivos especificos de la enfermedad *°’. Como parte del SNC, la retina
o porcion neural del ojo comparte muchas caracteristicas con el cerebro anatémicas y
fisioldgicas, incluido su origen embrionario. Su ubicacidon periférica en el SNC
proporciona una forma accesible y no invasiva de examinar la patologia cerebral 2364%,
Debido a estas caracteristicas los test visuales y estructurales usados en la consulta

rutinaria de oftalmologia podrian ser usados como una herramienta 1til para la ayuda del

diagnostico y seguimiento de las patologias neurodegenerativas.

En el presente estudio se han analizado los valores de AV, SC, percepcion del color, TDP,
OCT macular y peripapilar y oxihemoglobina de la cabeza del nervio 6ptico en pacientes
con EA leve y EA moderada y comparado con sujetos sanos de la misma edad. Ademas
se estudio el espesor coroideo y la zona avascular foveal. Se han analizado la sensibilidad
de las diferentes pruebas como biomarcadores de la EA y las correlaciones de los
resultados de estas pruebas con el grado de MMSE, también se correlaciono la SC con

las medidas de retina proporcionadas por la OCT.

En este estudio se ha realizado también el andlisis de la microglia en un modelo animal
de Alzheimer (3xTgAD) a los 16 meses de edad para conocer el estado de activacion de
la retina en estos animales comparados con otros animales controles no transgénicos de

la misma edad.
7.1Seleccion de la muestra de pacientes a estudio.

Uno de los puntos relevantes del presente estudio se refiere a la cuidada seleccion de la
muestra participante. La inclusion de pacientes al estudio comenzo en octubre de 2012 y

termind en marzo de 2018.

Ninguno de los 3 grupos del estudio presentaba anomalias o patologia oftalmologica que
pudiera enmascarar alguno de los resultados obtenidos. Tanto el grupo con EA leve como
el grupo con EA moderada siguieron un estricto protocolo de inclusiéon a nivel de

memoria. Para llegar al diagndstico y estadio de la EA se realizo una extensa anamnesis,
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tanto con el paciente como con los familiares, exdmenes fisico y neurolégico, evaluacion

cognitiva, funcional y de conducta, pruebas de neuroimagen y serologia.

Ademas de los estrictos criterios de inclusion, fue especialmente dificil el que los
pacientes acudieran a la consulta para la revision oftalmologica. Gran parte de los
problemas residian en que estos pacientes no pueden venir solos (debido a su déficit
cognitivo) y dependen de un cuidador, el cual muchas veces es un familiar, que debido a
la sobrecarga del cuidador no quiere participar en un estudio de este tipo. En un alto
porcentaje de casos, después de acordar una cita con estos pacientes, o no se presentaban

a la consulta, o llamaban para anularla.

A pesar de todas las dificultades de reclutamiento la muestra de pacientes con EA era
muy homogénea en términos de edad, estadio de enfermedad, etnia y nivel educativo. Los
pacientes del grupo de EA leve tenian altos valores de MMSE con una media de 25,18 +
3,80, mayor que cualquier valor encontrado en la literatura >!3-537-336511.338 'Egto implica
que todos los pacientes con EA leve incluidos en este estudio se encontraban en una etapa
muy temprana de la enfermedad. Los pacientes con EA moderada presentaban valores de
MMSE de 19,89 + 2,76, lo que nos permitia que estos pacientes entendieran las
instrucciones para realizar los test de una manera correcta. A pesar de esto, el examinador
estuvo constantemente refrescando las instrucciones de cada test para evitar que el

paciente tuviera fallos debido a una pérdida de memoria.

Las pruebas realizadas fueron elegidas de manera minuciosa teniendo en cuenta el declive
cognitivo de los pacientes y el posible déficit nominativo. Los test de AV se pasaban
aislando las letras, ya que se ha demostrado que de esta manera los pacientes con
demencia presentan mejores valores. Para la medida de la SC se eligié el CSV-1000E,
donde los pacientes no necesitan verbalizar el resultado y los resultados son mas
independientes de los valores de AV > . Para el anélisis de la percepcion del color se
eligio el test Roth 28-hue por no ser necesaria la verbalizacion. En el analisis de las
medidas de la retina mediante OCT y las medidas de la oxihemoglobina en la cabeza del
nervio optico, la colaboracion del paciente era minima y solo se requeria que el paciente

mantuviera el ojo abierto y la mirada fija en el estimulo de fijacion.
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7.2Cambios en los test psicofisicos en los pacientes con EA.

La EA es una patologia que se caracteriza por la aparicion patologica de placas neuriticas
y ovillos neurofibrilares en la corteza cerebral, incluidas varias areas que estan implicadas
en muchas etapas del procesamiento de la informacion *°. La distribucion de los ovillos
neurofibrilares estd correlacionada con el desarrollo de los sintomas clinicos ya que los
ovillos neurofibrilares aparecen inicialmente en la corteza entorrinal (area 28 de
Brodmann) del 16bulo temporal ventromedial, la cual esta involucrada en la memoria de
reconocimiento #*#%90-502 1 og estudios neuroanatémicos en mamiferos superiores revelan
que la corteza entorrinal da lugar a axones que interconectan la formacion del hipocampo
bidireccionalmente con el resto de la corteza. Su destruccion en la EA podria desempefiar
un papel prominente en los déficits de memoria y reconocimiento que anuncian la
aparicion de la EA y que la caracterizan a lo largo de su curso °%. Asi mismo, incluso en
las etapas mas precoces de la EA, los pacientes presentan dificultades para realizar tareas
que requieren la vision, como es reconocer objetos o caras > dificultad en la lectura
395 o déficits en la percepcion del espacio °° a pesar de presentar valores de AV y campos

visuales relativamente normales.

Realizar pruebas psicofisicas en una patologia como la EA puede ser un gran reto, debido
a que la mayor parte de estas pruebas requieren una comprension y una memorizacion del
funcionamiento de la prueba, ambos requisitos necesarios para que el paciente la realice
de forma correcta. Por lo tanto, sin una vigilancia por parte de un examinador
experimentado, anomalias detectadas en las pruebas, en realidad podrian ser el resultado

de una falta de cumplimiento de la tarea y no de un déficit visual.

7.2.1 Disminucion de la agudeza visual.

Los valores de AV de los tres grupos presentados en este estudio se encuentran dentro del
rango de la normalidad en el rango de edad de los pacientes *°7. A pesar de esto, la AV
en nuestros pacientes con EA leve y EA moderada mostraba una disminucion
significativa en los valores respecto al grupo control. La AV mostr6 una correlacion
significativa directa con el MMSE mostrando que la AV disminuye cuando la capacidad
cognitiva disminuye. El valor predictivo de la AV era significativo con un valor del

71,4%.
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El examen de la AV en los pacientes con EA ha mostrado bastante controversia a lo largo
de las ultimas décadas. A pesar de que algunos autores no encuentran diferencias
significativas de AV en los pacientes con EA 39516 otros autores no solo encuentran una
pérdida de AV >17°18 sino que también lo asocian, en algunos casos, con alucinaciones
visuales cuando la AV esta bastante deteriorada °!°2!. Hay estudios que cifran que el
13% de los pacientes con EA experimentan estas alucinaciones 222, De esta forma,
incluso ha sido descrita una correlacion del empeoramiento de la AV con el avance de la
EA ** asi como una disminucién de la AV en condiciones de baja luminosidad en otros
pacientes de EA °'3. Este declive de la AV se ha observado también en ratas transgénicas

de EA (TgF344-AD) mediante la técnica de la respuesta optocinética 322,

La degeneracion de los axones de las CGR en la EA puede comprometer selectivamente
a las CGR grandes *°® que probablemente constituyen la proyeccion predominante al
coliculo superior y a las capas magnocelulares del NGL. Es bien conocido, por estudios
en animales, que el coliculo superior juega un papel principal en el control de los
movimientos extraoculares °>°. Del mismo modo, en humanos con EA, los axones de las
CGR correspondientes a la via parvocelular también se han visto disminuidas en el NO
407 Ademas, en humano se han identificado la presencia de placas de Ap mas abundantes
en las capas parvocelulares que en las magnocelulares; asi como la presencia de anillos

420,421

neurofibrilares . Estas células parvocelulares tienen campos receptores pequeios

que se traducen en altas resoluciones espaciales >2°.

Todas estas alteraciones, la falta de control de los movimientos extraoculares junto con
una alteracion de la via parvocelular (detalle) es lo que puede estar ocasionando la
disminucion de la AV en nuestros pacientes con EA, dando comienzo en estadios muy
precoces, como refleja la bajada significativa de AV en nuestros pacientes con EA leve.
En nuestro estudio, los pacientes con EA moderada presentan un descenso de AV respecto
al control, de forma similar a los pacientes con EA leve. Estos pacientes con EA moderada
no presentan diferencias significativas respecto al grupo de EA leve a pesar de la pérdida
de neuronas en la retina. Esto podria ser debido a fendmenos de adaptacion y
compensacion neural que se ponen de manifiesto tras la disfuncidon o muerte de las
neuronas implicadas en el proceso visual. Esta adaptacion puede establecer el estado

operativo de las neuronas muy bajo para maximizar la transmision de informacion 3%’
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7.2.2 Bajada de todas las frecuencias en la sensibilidad al contraste.

Encontramos que, en comparacion con los controles, la SC en los pacientes con EA leve
y EA moderada estaba significativamente reducida en todas las frecuencias espaciales,
siendo la reduccion mas pronunciada en las frecuencias espaciales mas altas.
Especificamente en la frecuencia de 18 cpg, donde la reduccion era de un -40,67% de
sensibilidad en los pacientes con EA leve y de un -36,98% en los pacientes con EA
moderada, ambos comparados con los controles. En ambos grupos con EA, se encontrd
que conforme aumentaba la frecuencia espacial de estudio, mayor era la pérdida de SC

respecto al grupo control.

En la via visual las frecuencias espaciales altas se registran en las células parvocelulares
de la retina, que estdn mas concentradas en el drea macular. Las frecuencias espaciales
bajas son registradas por las células magnocelulares distribuidas por toda la retina 2!°.
Nuestros resultados en el test de SC, donde hay una disminucion significativa en los
grupos de EA respecto al grupo control en todas las frecuencias espaciales, sugieren que
los pacientes con EA sufren un deterioro de la funcion tanto de las células parvocelulares
como de las magnocelulares, siendo las células parvocelulares las mas afectadas (que es
donde se encuentra una mayor bajada en la SC). Estos hallazgos explican las
correlaciones entre las frecuencias espaciales y parametros de OCT. Estas correlaciones
son significativas en todas las frecuencias espaciales con los grosores de la fovea y areas

maculares. Correlacionando directamente el descenso de las frecuencias espaciales en el

area macular con los descensos de espesor de la retina en macula.

Por el contrario, la disminucion significativa de SC para las frecuencias espaciales mas
bajas encontradas en pacientes con EA no fue paralela a los hallazgos de OCT en la region
peripapilar en el hecho de que la disminucion del espesor de la retina encontrada no tuvo
una correlacion en el area peripapilar tan fuerte como en la macula. Estos hallazgos nos
permiten postular que, en la EA leve, la SC parece detectar el deterioro de la via

magnocelular antes que la OCT.

Por otro lado, al analizar la SC en pacientes con EA moderada no presentaban cambios
significativos en los registros de la SC respecto al grupo de EA leve. Esto nos muestra
que la SC sufre un brusco descenso en todas las frecuencias espaciales cuando la

enfermedad debuta y esta pérdida se estabiliza en el avance de la enfermedad quizas, tal
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y como ocurria con la AV, por fendmenos adaptativos y de compensacion neural para

maximizar la transmision de informacion 327,

Durante varias décadas, se ha puesto el foco en el estudio de la SC en los pacientes con
EA. Estos estudios muestran mucha controversia entre si. A pesar de que en dos estudios
no se detectaron diferencias entre los pacientes con EA y los controles *%*!5, 1a mayoria
de los estudios, al igual que ocurre en nuestro trabajo, encontraron que la funcion de SC
estaba alterada en los pacientes con EA. En algunos casos, como en nuestros pacientes,

510,513,517,528-533’ siendo

la SC se redujo en todas las frecuencias espaciales examinadas
coincidentes con los resultados de nuestro estudio, que el mayor declive correspondio a
las frecuencias espaciales altas 28330334 Por otro lado, contrario a nuestros resultados,

otros autores mostraron que las frecuencias espaciales mas bajas fueron las mas afectadas
511,512,516,535,536

Las posibles razones para tales discrepancias, pueden radicar en las diferencias de la
muestra (estadio de los pacientes con EA), asi como en el test utilizado para examinar la
SC %7, Asi, el test de Regan, con letras de bajo contraste, y el Vistech VCTS-6500 estan
influenciados por el valor de AV, mientras que en el test de Pelli-Robson y el test de
Freiburg son independientes de la AV %7, En el presente estudio, se usé el test CSV-
1000E que se basa en la prueba Pelli-Robson y, por lo tanto, se puede suponer que no esta

influenciada por los valores de la AV.

Neargarder et al. mostrd también una disminucion de la SC en los pacientes son EA
acorde a nuestros resultados **’. A pesar de esto, los resultados podrian haber sido
influenciados por la peor AV de los pacientes, la prueba seleccionada y la gran
variabilidad de estadio de la EA con valores de MMSE comprendidos entre 6 y 26.

Mientras tanto el estudio de Gilmore et al. >38

incluyé solo a los participantes que
proporcionaron una respuesta valida en todas las frecuencias espaciales, eliminando a los
pacientes que no pudieron discriminar todas las frecuencias espaciales examinadas,

pudiendo tener una sobreestimacion en alguno de los valores obtenidos

Polo et al., estudiaron la correlacion de la SC con los cambios morfologicos de retina
encontrando en los pacientes con EA que los valores del test de SC, medido con CSV-
1000E, estaban asociados significativamente con los cambios estructurales en la retina
medidos con la OCT (especialmente con el area macular). Estos resultados concuerdan

con los nuestros donde se demuestra que la mayor correlacion de SC y estructura se da
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en el area macular. A pesar de que estos resultados son concordantes Polo et al. usa el
mismo test de SC (CSV-1000E) pero no la misma OCT (Cirrus), por lo que la

segmentacion de la retina que proporciona el software de este estudio difiere del nuestro
516

Apoyandonos en estos datos, parece que las frecuencias espaciales de 12 y 18 cpd son las
mas afectadas en la EA y estas alteraciones ya aparecen en las primeras etapas de la
enfermedad. De acuerdo con nuestros valores de ROC, las frecuencias espaciales mas
sensibles fueron 18 cpg (83,3%), seguidas de las 12 cpg (82,8%). Estos resultados nos
muestran que la SC, especificamente las frecuencias mas altas tienen el mejor valor
predictivo de todas las pruebas psicofisicas analizadas, esto es apoyado también por el
estudio de Marmor et al. donde también se encuentra que la SC es una herramienta mas
sensible que la AV para identificar empeoramiento subclinico de la funcién visual **°. En
otro estudio longitudinal también confirmaron que el test de SC era especifico para la

deteccion preclinica de la EA 3.

El andlisis de correlaciones nos indica una fuerte significacion estadistica entre todas las
frecuencias espaciales y el test de MMSE, siendo una prueba predictiva del deterioro

cognitivo del paciente con demencia tipo Alzheimer.

En un trabajo comparando 35 pacientes con EA y 35 controles se mostro que las
deficiencias en la SC en pacientes con EA son las responsables en gran parte de las
diferencias en el rendimiento de los test cldsicos de screening de esta enfermedad, como
por ejemplo en la identificacion de letras, la lectura de palabras, la denominacion de

dibujos, y la discriminacién de caras >3,

El papel de la SC se subestima a menudo, siendo una funcién visual muy importante,
incluso hay estudios que demuestran que la pérdida de SC es el mejor predictor de la

33734 " asi como

capacidad de los ancianos para realizar actividades de la vida cotidiana
que puede predecir el riesgo de caida de éstos 2. Debido a que en pacientes con EA la
frecuencia de las caidas es elevada °%, es importante examinar esta funcion visual y
ajustar el entorno de los pacientes con el fin de evitar caidas y por lo tanto mejorar su
calidad de vida ?”7, especialmente cuando las primeras frecuencias espaciales afectadas,
segun nuestros datos, parecen ser las correspondientes a la funcién macular, responsable

de la vision central, que es imprescindible para la realizacion de la mayoria de las tareas

cotidianas.
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7.2.3 Empeoramiento de la vision cromatica.

Al evaluar la percepcion del color en nuestros pacientes no se encontrd discromatopsia

en ninguno de los 3 grupos.

Al analizar el nimero total de errores inespecificos realizados por los pacientes se
encontrd que existia un aumento significativo entre los pacientes con EA moderada

comparado tanto con los pacientes con EA leve (77,34%) y los controles (132,26%).

En el andlisis de los errores inespecificos en la region del tritdn (azul) el aumento
significativo de fallos se encuentra entre los pacientes con EA leve (63,98%) y EA
moderada (144,38%) respecto al grupo control; asi como entre el grupo EA leve y EA

moderada (49,04%).

Los resultados de los errores inespecificos en la region del deutdn (verde) revelan que
también habia diferencias significativas entre los tres grupos de estudio, los pacientes con
EA leve presentaban un 59,85% mas errores, mientras que los pacientes con EA moderada
se incrementaba un 158,49% mas que los controles. Entre los grupos con la patologia los
pacientes con EA moderada mostraban un incremento de 61,71% mas de errores que los

pacientes con EA leve.

A diferencia de los sujetos con pérdida de la vision del color debido a lesiones corticales
focales o lesiones de la retina, los pacientes con EA raramente se quejan de déficits de
vision del color. Las pruebas de color en pacientes con EA son controvertidas debido al
déficit nominativo que presentan estos pacientes y, por lo tanto, podrian tener problemas

para verbalizar los colores o nominar los nimeros y las formas que se ven en los test.

La prueba de color utilizada en el presente estudio no requiere nominacion, aunque debe
tenerse en cuenta que el rendimiento de la prueba depende de la memoria de los pacientes
para recordar las instrucciones y, por lo tanto, para una correcta ejecucion, el examinador

debe repetir las instrucciones durante la prueba cuando sea necesario.

Este aumento en el nimero de fallos inespecificos en las diferentes regiones examinadas
nos muestra una peor percepcion en ligeros cambios de tonalidad del color en los
pacientes con EA leve y EA moderada respecto al grupo control. A diferencia de nuestro
trabajo, algunos estudios que utilizan las pruebas de Farnsworth e Ishihara no

encontraron diferencias en la percepcion del color entre los pacientes con EA y el grupo
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de control 531,544,545

. Sin embargo en un trabajo mas reciente usando nuestro test
(Farnsworth 28-hue) se detectaron diferencias significativas entre pacientes con EA
moderada y controles !¢, lo mismo que ocurre en nuestros pacientes al analizar los errores
en los ejes tritan y deutan, donde también existen diferencias significativas en la
percepcion del color en estos ejes entre los pacientes con EA moderada con respecto al
control. Ademas, en nuestro trabajo los pacientes con EA leve también presentaron
diferencias significativas en la percepcion del color en los ejes tritdn y deutan con respecto
al control. Este hecho y los resultados obtenidos en las curvas ROC, con valores

predictivos entre un 70-75%, nos hace pensar que este tipo de examen de la vision

cromatica podria constituir un biomarcador del diagnéstico precoz de la EA.

En el analisis de correlaciones de los errores inespecificos de la percepcion del color con
la puntuacién del MMSE nos muestra que tanto los errores totales, como los errores
inespecificos de la region de tritan y deutan se correlacionan de forma inversa con la
puntuacion del MMSE de forma significativa, esto implica que a menor MMSE mayor

numero de fallos en la realizacion del Farnsworth 28-hue.

Hay otros estudios que corroboran estos resultados incluso usando otros test, como fueron

los estudios que utilizaron el City University Color Test donde encontraron defectos en el
it e . 228229,511,546.

eje tritan detectando una correlacion con el grado de demencia ; mientras otros

autores encontraron que los errores eran mas numerosos en la region del deutan >*’. Estos

datos son consistentes con los resultados detectados por otros autores utilizando la prueba

de Ishihara °'" y la City University Color >3,

Pache et al., utilizando la prueba de Ishihara y la PV-16, encontraron que los errores
inespecificos no asociados con un eje especifico eran mas prevalentes en pacientes con
EA en comparacion con los controles al igual que nuestros resultados; sin embargo, en
este estudio este hallazgo no se correlacioné con la gravedad de la enfermedad >*. Esta
discrepancia entre los resultados de la vision de color en pacientes con EA pueden ser
explicados por el uso de diferentes tests del andlisis de la vision cromatica aplicados, por
lo que las comparaciones de los resultados son dificiles de interpretar. Un problema que
presenta el test de Ishihara es la necesidad de identificar un patron hecho de “piezas mas
pequenas” que difieren en el color. Los pacientes con EA, uno de los sintomas que pueden
experimentar es la simultagnosia (incapacidad para ver el todo de las partes), debido a

una disfuncidn occipito-parietal bilateral, y por lo tanto, el test de Ishihara puede tener
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un desempeio deficiente que no sea por una mala percepcion cromatica. Estos pacientes
con simultagnosia, sin embargo, si que desarrollan de una manera correcta, las pruebas
correspondientes a la discriminacion de tonos, como es el test de Farnsworth, las cuales

implican colocar fichas de colores en orden de tonalidad *°.

Salamone et al. postuld que el problema de la discriminacion del color en pacientes con
EA no es puramente cognitivo, sino que parece estar relacionado con el dafio en las
estructuras responsables de la percepcion de los estimulos de color *!. Esta afirmacion
es coherente con la evidencia de que las lesiones extraestriadas pueden dar lugar a déficits

de color en la region del tritan >!!

y que la corteza extraestriada se ve gravemente afectada
en la EA. A pesar de que no se encontrd una discromatopsia en nuestros pacientes con
EA, el incremento de errores inespecificos a lo largo del eje tritan y del eje deutan, nos
lleva a postular que ademas de la pérdida general de células M y P que parece estar
teniendo lugar en nuestros pacientes, como se menciond anteriormente, la via
Koniocelular también podria estar involucrada, dado que el espectro azul-amarillo esta
asociado con esta via 3% Las células ganglionares bistratificadas reciben sefiales de
excitacion blue-on/vellow-off de los conos S sensibles a la longitud de onda corta y
proyectan esta informacion a las capas koniocelulares en el NGL 3°2. Apoyando esto, en
el mapa de campos receptores se ha visto que los pacientes con EA presentan una
reduccion significativa del area V4 mads periférica, que es una region clave para el

procesamiento de la visién del color 33334,

Por otro lado, también se ha descrito una degeneracion en la capa de fotorreceptores en
los pacientes con EA debido al descenso de la melatonina y de sus efectos antioxidantes
que se produce en esta patologia *>°. Esta degeneracion no esta restringida a un solo tipo

de cono 2%

, por lo que podria quizas explicar en parte la deficiencia a la vision del
color adquirida por los pacientes con EA, que no esta suscrita a ninglin eje en especifico.
Esto podria sumarse a la degeneracion de fotorreceptores inducida por depdsitos de AP
en esta capa como se ha visto en modelos animales de EA 28357 y m4s recientemente en
humanos con una enfermedad neurodegenerativa (pacientes con EA y Parkinson), donde
mediante OCT encontraron que la zona de los elipsoides al EPR estaba disminuido

presentanto una correlacion directa con el grado de deterioro cognitivo 7%,
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7.2.4 Empeoramiento de la integracion visual.

Identificar un estimulo visual requiere no solo el analisis del input fisico sino también
algiin contacto entre las representaciones neuronales del estimulo (incluyendo tanto los
rasgos unicos como las relaciones de orden superior entre ellos) y los recuerdos que los
perceptores han acumulado a través de la vida de la experiencia con los objetos. Se supone
que la identificacion de un objeto surge de una interaccion dindmica entre procesos
sensoriales/fisicos (procesamiento ascendente) y procesos cognitivos (procesamiento
descendente). Una propiedad fisica importante de la imagen esta representada por el
contenido de la frecuencia espacial. La extraccion de atributos visuales sensoriales sigue
un esquema de procesamiento de grueso a fino, donde la frecuencia espacial baja
representa la informacion global sobre la forma y orientacion del estimulo mientras que

la frecuencia espacial alta corresponde a la informacion de configuracion y detalles finos
499,559-563

El test digital de percepcion (TDP) es una prueba de percepcion visual compleja sensible
a las alteraciones perceptivas de la EA leve, que no esté influenciada por la anomia. Este
test estd compuesto por 15 fotografias que estan distorsionadas con el efecto geométrico
de enlosado. Cada fotografia aparece en una lamina cuatro veces, cada una de ellas
orientada en una posicion diferente del espacio. La respuesta correcta seria la situacion

correcta de la fotografia en el espacio.

Rami et al. tras analizar a un grupo de 27 pacientes con EA leve frente a un grupo control
de 86 personas observo diferencias significativas entre ambos grupos, mostrando estas

diferencias una correlacion significativa con el MMSE #38,

Partiendo de esta suposicion, dado que nuestros pacientes con EA leve y EA moderada
fallaron de forma significativa un mayor nimero de ldminas del TDP que los pacientes
control, podriamos hipotetizar que esta disminucion significativa de reconocimiento de
las ldminas del TDP podria estar causada por una disrupcion del procesamiento de la
informacion visual a nivel cerebral. Saumier et al., argumentaron que el deterioro de la
identificacion de objetos en la EA podria reflejar la alteracion del mecanismo neuronal
involucrado en los procesos visuo-espaciales y de toma de decisiones, que deberian
activarse particularmente cuando los estimulos son incompletos o distorsionados, como
los utilizados en el TDP **, Tal mecanismo tendria lugar en las regiones parietal y frontal,

areas en las que en los pacientes con EA no se lograria el reconocimiento inicial del
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estimulo. Se cree que un buen candidato para mediar esta proyeccion rapida es la via
magnocelular que transmite informacioén de la SC de baja frecuencia %, habiéndose
demostrado que los axones magnocelulares que proyectan en el NGL se encuentran
afectados incluso en estadios tempranos de la EA “°°. Esta hipotesis parece ser consistente
también con los resultados obtenidos en el examen de la SC de nuestros pacientes, donde
la perdida fue evidente tanto en las frecuencias espaciales altas como en las bajas. Una
pérdida de ganglionares de tipo magnocelular proporcionaria una entrada de la
informacion visual deteriorada que, junto con la degeneracion de las estructuras
anatomicas responsables del procesamiento de mayor nivel, puede dar como resultado un
bajo rendimiento de los pacientes con EA en pruebas de orientacion, percepcion espacial

y reconocimiento como es el TDP.

El TDP mostraba una alta correlacion significativa directa con la puntuacion del MMSE
y los valores de las curvas ROC mostraron un buen valor prondstico con valores de
71,4%, por lo que se ha demostrado que el TDP es un buen test para el examen del
procesamiento superior visual en los pacientes con EA y podria ser incluido como uno de

los test usados en la bateria de pruebas diagnosticas de demencia.

7.3Pruebas estructurales de la retina.

7.3.1 Tomografia de coherencia optica.

Como ya ha sido mencionado, la retina y el nervio optico forman parte del SNC.
Actualmente, la retina es considerada como un biomarcador indirecto del SNC o una
ventana al cerebro, y puede ser analizada directamente con la imagen que nos
proporciona la OCT. Esta imagen nos permite predecir hallazgos cerebrales patologicos

en los pacientes que sufren diferentes enfermedades neurolégicas 2789,

Desde el desarrollo de la OCT, este instrumento se ha utilizado para medir el espesor de
la retina en diferentes patologias neurodegenerativas. A pesar de que el desarrollo de la
OCT se llevo a cabo en 1991 y su distribucion comercial se realizo en 1995, no fue hasta
2001 cuando se publica por primera vez un estudio de la medida del espesor de la retina

457

en pacientes con demencia del tipo Alzheimer *’. La OCT proporciona datos

reproducibles y repetibles en pacientes con deterioro cognitivo, siendo capaz de detectar
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los cambios que pueden ser directamente asociados al proceso degenerativo tanto del

DCL como de la EA %7,

A principios de siglo XXI, aparecieron numerosos estudios centrandose en la medida del
espesor de la CFNR a nivel peripapilar en pacientes con EA. En todos los estudios se
objetivo una reducciodn significativa del espesor de la CFNR peripapilar en los pacientes
con EA comparados con los controles pareados por edad. Estos analisis se realizaron
segmentando por areas (superior, inferior, nasal y temporal) la medida del espesor

peripapilar.

En nuestro estudio, cuando se realizo este tipo de segmentacion en 4 sectores se observo
que habia un descenso significativo de un -15,0% en el sector inferior de los pacientes
con EA moderada respecto a los controles. A pesar de no ser significativa la disminucion
en el sector superior, este mostraba también un descenso de espesor de un -14,5%, estando
por tanto los sectores verticales muy por encima de la disminucién en los sectores
horizontales. En andlisis de correlaciones con el MMSE mostré que tanto el sector
superior como el inferior tenia una correlacion significativa directa con el estado
cognitivo del paciente. Sin embargo, en el andlisis de las curvas ROC ninguno de estos

sectores marcaba un valor predictivo significativo.

Al contrario que en nuestro estudio, varios trabajos indicaron que la reduccion del espesor
de la CFNR peripapilar ocurria a nivel generalizado en todas las regiones en las que el

451-453,455-457,568,569

software dividia el area , mientras que otros autores eran concordantes

con nuestros resultados, encontrando que el descenso del espesor se daba a nivel de los

454,459,461,468

sectores superior e inferior , incluso en otros estudios solo se observo una

disminucién significativa en el sector superior peripapilar 390:415:458:462463.518 = Rgtag
discrepancias podrian ser debidas a diferentes factores como son: i) la variable inclusion
de muestra en cuanto a deterioro cognitivo, donde se han agrupado en la misma muestra
a pacientes con diferentes estadios de EA, e incluso a pacientes con demencia de tipo
vascular; i1) el uso de diferentes OCT, donde cada una tiene la segmentacion del software
que provee el fabricante de una manera distinta; iii) muestra con poco rigor de seleccion,

al incluir pacientes con alguna anomalia en la retina como son membranas epirretinianas

o drusas, que pueden influenciar en el espesor de la retina.

Cuando examinamos de una manera mas detallada el area peripapilar mediante la

segmentacion en 12 sectores horarios, nuestro estudio mostr6 un adelgazamiento



DISCUSION

significativo cuando la EA est4 en estadio moderada, centrado en las porciones supero-
nasal e infero-temporal de la papila, con un patrén en pajarita. Este cambio es menos
perceptible en los pacientes con EA leve, donde solo en el sector horario 2 hay una
disminucién con significacion estadistica en el espesor peripapilar. Justo estos sectores
de la papila, son los que muestran una mejor correlacion con la puntuacion del MMSE,
mostrando el adelgazamiento de estas regiones cuando la enfermedad progresa y el
deterioro cognitivo se hace mas evidente. El andlisis de las curvas ROC reveld que el
sector horario 2 y el sector horario 8 tenian un alto valor predictivo con un 71,5% y 66,8%

respectivamente.

Unicamente hemos encontrado dos trabajos en el que analizan de esta manera detallada
los sectores horarios peripapilares “>°7°. En el estudio de Iseri et al. se encontrd que todos
los sectores peripapilares tenian disminuida la CFNR, a excepcion del sector 8 y del sector
9. A pesar de que este estudio esta realizado con otra marca de OCT (Zeiss) diferente a la
de nuestro estudio, la mayor diferencia radica en el estadio de los pacientes con demencia,
donde se han incluido a pacientes con MMSE de 8 hasta 18 puntos, con una media de
18,5 £ 6,3, haciendo que la muestra tenga un rango de pacientes muy dispar y poco
selectivo en términos de deterioro cognitivo *°2. Sin embargo, en el estudio de Lad et al.
al analizar los 12 sectores peripapilares en pacientes con DCL y EA leve, estos autores
no encontraron diferencias significativas en ninguna de los sectores peripapilares
analizados >’°, encontrando que algunas regiones estaban engrosadas y otras adelgazadas,
siendo coincidentes estos resultados con nuestro trabajo. En este estudio, mediante
analisis de regresion multivariante, sefialaban que las zonas que estaban engrosadas
lindaban con otras que estaban adelgazadas, estas modificaciones eran indicativas de

cambios dindmicos en estas capas de la retina en el area peripapilar °7°.

Ferrari et al. analizaron el espesor tanto la CFNR como del complejo GCL-IPL peripapilar
en DCL, EA leve, EA moderada y demencia fronto-temporal, observando que habia una
disminucion significativa de ambos pardmetros en los pacientes con EA moderada
respecto a los controles, pero no en el resto de grupos, siendo estos resultados
concordantes con nuestros resultados a nivel peripapilar. Estos autores sugirieren que el
adelgazamiento de la CFNR y en el complejo GCL-IPL debe ocurrir en los estadios mas
severos de la enfermedad %®. Al analizar con detalle sus resultados, curiosamente los
pacientes con EA leve presentaban valores de espesor de ambas capas mayores que los

pacientes con DCL, algo que también se veia en nuestros pacientes con EA leve en ciertas
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regiones. Estos incrementos de espesores, segun Ferrari et al. podrian indicar un proceso

inflamatorio o movimientos celulares en los alrededores de la papila en estos pacientes.

Algunos estudios han observado que existe un adelgazamiento de la retina asociado con
el avance del deterioro cognitivo cuando lo correlacionan con la puntuacion de MMSE
401,404.462.468,571 'y también se ha visto que el complejo GCL-IPL peripapilar tiene una
fuerte correlacion con el MMSE %%, En un estudio longitudinal de un afio de duracion en
pacientes con EA leve (MMSE 22,7 + 2,2) observaron que la disminucion de espesores
en la retina era significativamente mas acusada en los pacientes respecto a los controles
tras 12 meses de evolucion de la enfermedad. Este cambio era mas prominente en las
regiones superior e inferior y el descenso de espesor era paralelo al declive del deterioro
cognitivo ***. Se ha sugerido que el cuadrante inferior peripapilar podria ser el drea con
mayor especificidad y sensibilidad para detectar el deterioro cognitivo en los estadios
iniciales de la EA 40443442 En nuestro analisis se encontré también que en el cuadrante
inferior de la papila presentaba una mejor correlaciéon con la puntuacion de MMSE (r
=0,328; p<0,01), al igual que en los estudios anteriores, tenia una correlacion
significativa. A pesar de esto, en nuestro estudio el mejor valor de correlacion

correspondia al sector horario 12 (r =0,370; p<0,01).

En otro estudio en el que analizaba el espesor de la retina en pacientes ancianos sanos, se
determind que el andlisis de su espesor podria reflejar el riesgo que presenta el paciente

de desarrollo de deterioro cognitivo a lo largo del tiempo 7.

Esta variabilidad de resultados puede ser debida al grado de afectacion de los pacientes
con EA incluidos en los estudios, ya que aquellos en los que esta afectada una porcioén
mayor de region peripapilar son aquellos pacientes en los que la enfermedad se encuentra
mas avanzada y al método para analizar la region peripapilar, debido a que muchos de los
estudios se ha segmentado la papila tinicamente en 4 sectores, perdiendo la informacion

mas detallada que te proporciona la segmentacion mas exhaustiva.

Mas recientemente, los estudios no solo han analizado la medida del espesor de la retina
a nivel peripapilar, sino que ultimamente se ha puesto el foco en la region macular. Los
estudios han demostrado que existe disminucion significativa del espesor de la retina en
la region macular en los pacientes con EA comparados con los controles pareados por

d 452,458,461,467,468,516,573-577

eda . En algunos estudios al analizar el area foveal se ha

encontrado un engrosamiento no significativo en los pacientes con EA 51673,
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Nuestro estudio ha realizado con gran detalle el examen del espesor macular con OCT,
tanto en el analisis de sectores concéntricos, donde no solo se ha realizado la medida del
espesor total de la retina, sino que se ha estudiado capa por capa; y en el andlisis de la
rejilla de 6x6, donde se dividid la region macular en 36 cuadrados que nos permitian el

analisis con mas detalle. Con esta forma de analisis, nos

ha permitido un mapeo mas exhaustivo de la topografia macular y discernir zonas de
adelgazamiento y de engrosamiento, que sin un analisis tan detallado, se enmascararian.
De hecho, el engrosamiento foveal que se detecta de un 7,1% en los EA moderado,
comparados con los EA leve ya nos habla de progresion en la enfermedad, asi como en
el analisis de la rejilla de 6x6, el engrosamiento en la EA moderada, especificamente de
los cuadrados 5, 6, 11 y 21 también nos refiere progresion de la enfermedad, ya que en la
EA leve lo que encontramos son adelgazamientos significativos en los cuadrados 6, 12,
15, 21 y 22. Estos engrosamientos referidos anteriormente, podrian ser debido a depdsitos
de AB o pTau, tipicos de esta patologia 2'!, que por un caricter proinflamatorio
producirian activacion de la microglia 2!, pudiendo generar a la vez un efecto citotoxico

en las neuronas retinianas 2710,

Estudios realizados con la tltima tecnologia OCT, la cual permite analizar las diferentes
capas de retina por separado, demostraron que la reduccidon de espesor se encuentra a
nivel de las capas mas internas de la retina (complejo CFNR + CGR) mientras que las

capas externas no se veian alteradas 401467468

, por esta razon algunos autores han
considerado que la disminucion de CGR es la causante de la disminucion de espesor de
la retina en los pacientes con EA 4%, Esta degeneracion en las capas mas internas de la
retina también se refleja en los resultados de este estudio con un marcado adelgazamiento

en la CFNR, CCG y CPL

En un estudio en el que se analizaban los espesores en cada una de las capas de la retina
en pacientes con EA leve-moderada (MMSE 18,35 + 3,33) encontraron que habia una
disminucién significativa en la CCG, en la CPI y en la CNE respecto a los controles y
estos defectos tenia una correlacion inversa con la duracién y la severidad de la EA 7%,
Choi et al. ademas de encontrar una reduccion significativa en el complejo formado por
las CCG maculares y la plexiforme interna (GCIPL) establecieron una correlacion de este
complejo con el MMSE encontrando un adelgazamiento de estas capas de la retina a

medida que disminuia la puntuacion de este test °’’. Seglin este estudio el complejo GCL-
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IPL macular parece tener un mayor valor prondstico que los valores de la CFNR
peripapilares para conocer que pacientes van a evolucionar de DCL a EA . Esta
disminuciéon también fue observada por Jiang et al. donde encontré diferencias
significativas con el grupo control, pero no entre el grupo de EA comparado con el grupo
de DCL 37, Este estudio encontrd que esta relacion del adelgazamiento del complejo
GCL-IPL estaba ligada a un descenso de la velocidad del flujo sanguineo en la macula
sugiriendo que el empeoramiento de la microcirculacion puede estar causando la
aceleracion de la progresion de la patologia, lo que implicaria a nivel sistémico la

facilitacion del paso de estadio DCL a EA °7°.

En nuestro estudio, no solo se encontraron capas donde habia adelgazamientos, sino
también capas con zonas de engrosamiento. Este incremento de grosor que se ve en la
CNI y CNE podria coindicir con procesos inflamatorios y movimientos celulares, que se
objetivan con el incremento de grosor de algunas capas mas externas. En linea con estos
resultados, recientemente Lad et al. a pesar de no encontrar diferencias significativas entre
las medias de pacientes con DCL, pacientes con EA leve y controles, mediante un modelo
de analisis de regresion multivariante encontrd areas maculares con un engrosamiento o
adelgazamiento significativo en las CFNR y en el complejo GCL-IPL. Estos autores
encontraron que las 4reas de adelgazamiento en estas dos capas se encontraban
adyacentes a areas de engrosamiento, sugiriendo que la CFNR y GCL-IPL pueden sufrir

cambios dindmicos durante la progresion de la EA °7°,

En 2017, Mutlu et al. °® estudiaron la asociacion entre las capas mas internas de la retina
medidas con OCT con diferentes marcadores cerebrales usando la RM. En este estudio,
tras analizar a 2124 pacientes del estudio Rotterdam encontraron que el adelgazamiento
de las CFNR, CCG y CPI estaba directamente relacionada con un menor volumen de la
sustancia blanca y la sustancia gris cerebral. El adelgazamiento de la CFNR y de la CCG
estaba asociado a una peor microestructura de la sustancia blanca. Por otro lado, no
encontraron relacion entre el espesor de las capas de la retina analizadas con lesiones en
la sustancia blanca, microhemorragias cerebrales o infartos lacunares, por lo que la
alteracion de la retina se atribuia enteramente a procesos neurodegenerativos sin
implicacion isquémica. Observaron también que existia una relacion significativa entre
la disminucidn de la CFNR y las CCG con un menor volumen hipocampal, que es una de
las caracteristicas clinicas tipicas de la EA, por lo que los autores enfatizaban la

implicacion de la retina en la patogénesis de la EA 3%,
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Teniendo especial consideracion a lo que ocurre en las etapas pre-clinicas, en los ultimos
afios ha habido algunos estudios que han analizado las retinas de pacientes con un DCL
encontrando que en la region peripapilar habia un descenso de espesor también entre estos

pacientes 518,571,574-576

, mas concretamente segun el estudio de Cheung et al. la reducciéon
se sitia en la CPI de la retina *%!. Curiosamente, al analizar el espesor de la macula en
estos pacientes con DCL comparando con los controles se observo que el volumen
macular no solo no estaba disminuido, sino que se encontraba engrosado en comparacion
con los controles y con los pacientes con EA 37#3%2 Knoll et al. encontré ademas un
incremento de grosor en la zona peripapilar superior e inferior en los pacientes con DCL

383 Los autores explicaron este incremento de volumen debido a una posible inflamacién

y gliosis previa a la muerte de las neuronas.

Los estudios de Snyder et al. °%* han revelado que en una etapa pre-clinica de la EA hay
un aumento selectivo del volumen de la CPI en pacientes que tenian depdsitos de AP en
cerebro observados mediante PET. En el estudio longitudinal de estos pacientes a 27
meses *°, encontraron un descenso del volumen de la CPI y del volumen de la CNI y
CNE, ademas de un adelgazamiento en el cuadrante inferior. Los autores explican el
incremento de la CPI en los pacientes en etapa pre-clinica de EA debido a que en esta
capa es donde las poblaciones de bipolares y amacrinas hacen la sinapsis con las dendritas
de las CGR. En diferentes especies, los marcadores de sinapsis colinérgicas estan
concentradas en la CPI y la acetilcolina es liberada por distintos tipos de amacrinas y

posiblemente por células bipolares 387,

Se conoce que uno de los cambios mas
importantes y tempranos en el cerebro de EA son los cambios neuroquimicos en el
sistema colinérgico °%, en el que produce una disrupcion colinérgica %, El hallazgo
del aumento de volumen en la capa CPI podria estar asociado a un aumento de depdsitos
en la retina (entre ellos AP) que conduciria al cambio similar en los procesos
neuroquimicos en la retina 3**. Seria posible que estos cambios de volumen estuviesen
representando un proceso inflamatorio que ocurriria en el mayor centro colinérgico de la
retina teniendo lugar de forma paralela a la cascada patoldgica temprana que tiene lugar
en el neocortex de los pacientes con EA, en los cuales, los cambios colinérgicos
tempranos co-ocurren con depositos de AP en los mayores centros colinérgicos del
cerebro % La explicacion del adelgazamiento de esta capa tras 27 meses estaria

relacionado con la neurodegeneracion asociada con el avance de la enfermedad tras la

inflamacion °%°.
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Hay estudios que han demostrado que existe una alteracion simultdnea en las capas
internas de la retina y el cerebro, especificamente en la sustancia blanca, en la sustancia

13!y con atrofia

gris y en el volumen del hipocampo °*, con atrofia en corteza occipita
del 16bulo temporal medial 3. Estas alteraciones simultaneas dan como resultado un
dafio a las regiones cerebrales involucradas en el procesamiento visual generando una
interrupcion de las conexiones dentro del tracto visual y, de ese modo, una degeneracion

retrograda del nervio optico °.

Estos hallazgos proporcionan una base para los
mecanismos subyacentes a los sintomas visuales especificos en pacientes con EA, tales
como el rendimiento reducido en la vision, la percepcion del movimiento y la memoria
visual, como han demostrado los resultados de los test psicofisicos analizados en este

trabajo.

Esta relacion de adelgazamiento de retina y atrofia cortical puede ser explicada por el
proceso denominado dying-back. Se ha demostrado que la liberacion sostenida por la
microglia de mediadores proinflamatorios tiene un efecto sobre la supresion de la
neurogénesis en adultos y del transporte axonal >***°  Ademas, la neuroinflamacion
producida por la microglia activada restringe el suplemento de factores neurotroficos a

las células circundantes >%°%

y puede afectar el proceso de intercambio de proteinas
interneuronales, que es importante para la fisiologia del cerebro. Las células microgliales
activadas afectan a las neuronas circundantes e incluso causan retroalimentacion
perjudicial sobre la microglia en enfermedades degenerativas, especialmente en la EA >
La neurodegeneracion generalmente comienza en los segmentos axonales distales, y
afecta la progresion de las neuronas proximalmente para culminar en la muerte en un
proceso de dying-back. Combinado con la activacion microglial, la patologia sinaptica es
la primera consecuencia neurotoxica en la neurodegeneracion progresiva 7. La
activacion microglial cronica o prolongada aumenta el nivel de citoquinas
proinflamatorias al acelerar la sintesis y liberacion, y también desencadena una cascada

proinflamatoria que conduce a dafio neuronal y apoptosis >3-¢0,

Al mismo tiempo, la evidencia existente demostrd que, en los pacientes con EA, la
densidad de placas neuriticas era la més alta en los 16bulos occipitales y que estas placas
estaban asociadas con los primeros sintomas de la enfermedad de Alzheimer, incluyendo

problemas de vision #46:601

. En conjunto, los hallazgos de esos estudios sugieren que
ciertas anomalias en el cerebro podrian reflejarse en la retina como adelgazamiento de

CFNR, CCG o CPL
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Por otro lado, también es posible que la apoptosis de las CGR pueda causar degeneracion
anterograda, conduciendo a una CFNR mas delgada y, eventualmente, dando lugar a
volumenes més pequefios de materia blanca y de materia gris, particularmente en las
regiones cerebrales que cubren el tracto visual, como se ha demostrado mediante

resonancia magnética 36°:602,

De la misma manera, la alteracion de pTau altera el transporte axonal produciendo una
disfuncién neuronal inducida por tau mostrando que la degeneracion axonal precede a la

pérdida neuronal, al igual como se ha visto en modelos animales de tautopatia y glaucoma
292,603,604

Otros estudios muestran que la activacion de la glia (astrocitos y microglia) comienza en
la retina del raton en la etapa pre-sintomatica de la EA. Estos cambios incluyen microglia
con morfologia mas ramificada y expresion de marcadores anti-inflamatorios, sugiriendo
que la activacion microglial produce un aumento de la monitorizacion del tejido y
fagocitosis en respuesta de los depositos situados en la CCG 2!!. La activacién microglial
puede desencadenar una respuesta neuroinflamatoria, que puede contribuir a la
desorganizacion de la retina y a la falta de funcionabilidad como se han demostrado en

diferentes test psicofisicos y ERG 3969,

El incremento de grosor de en las etapas iniciales de la EA también puede ser debida a
los depositos de AP y pTau tipicos de esta patologia, que como han demostrado los
estudios histologicos; primeramente se depositan en las capas mas internas de la retina,
para depositarse posteriormente en las capas externas, sufriendo desde el primer momento

un aumento de grosor 2!!.

Los oligomeros de B-amiloide en el SNC son toxicos y contribuyen a la apoptosis
neuronal 2’%%_ La inyeccién intravitrea de ABs> se ha demostrado que induce apoptosis
en las células de la CNI y CNE 271:326:607.608 v yyna pronunciada reduccion del niamero de

CGR de mayor tamafio °7-6%°

Otros cambios estructurales de la retina también se han investigado en la EA, incluidos
el EPR **7. Se ha demostrado que la inyeccién subretiniana de ABi-42 en ratones C57BL/6
de 10 meses de edad induce la hipertrofia del EPR pero no su apoptosis y la pérdida de
foterreceptores 2’17, La presencia de AP en la retina puede aumentar la produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) y apoyar la nocion de que la hipertrofia del EPR esta
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mediada por el estrés oxidativo 2**. El A depositado en la retina altera la estructura y la
funcion del EPR, tiene caracteristicas proinflamatorias e induce un efecto citotoxico en

las neuronas retinianas y un activacion de la microglia 2!

7.3.2 Estudio de la zona avascular foveal

En la retina de pacientes con EA se ha puesto de manifiesto con diferentes estudios que
existe un estrechamiento vascular y una reduccion del flujo sanguineo *°°3%¢610 En un
pequeiio estudio realizando OCTA comparando la red vascular de pacientes con DCL y
EA se observd que existia una disminucién de la densidad capilar en la red vascular
470

profunda

En nuestro estudio al analizar la ZAF tanto superficial como profunda no se encontraron

diferencias significativas entre los pacientes con EA leve y los controles.

Actualmente, hay solo dos estudios donde se ha analizado la superficie de la ZAF en los
pacientes con EA 33!, Ambos estudios fueron realizados con la OCTA Octovue, y en
ambos los pacientes con EA tenian un aumento significativo de la ZAF. En uno de ellos,
el estadio de la evolucion de la EA es mucho mayor que en nuestro estudio, con MMSE
de 16,92 + 7,39 (nuestros pacientes con EA tenian MMSE de 24,00 + 5,32) y en el otro

estudio no se indica el grado de evolucion de la demencia.

Nuestros resultados, donde no se ha observado cambios en la ZAF son coincidentes con
nuestros resultados de los valores de la oxihemoglobina en la cabeza del nervio optico,
donde ambas pruebas muestran que la vascularizacion retiniana en estadios muy precoces
de la EA atn no esta alterada de forma significativa, sin embargo, cuando la enfermedad
progresa, los cambios vasculares relacionados con la EA son visibles en la
vascularizacion de la retina, como se ha visto en estudios con pacientes con mayor

deterioro cognitivo.

Sin embargo, tal y como se ha visto en este estudio, en estadios precoces de la EA la red

coroidea si se encuentra adelgazada de forma significativa.

Cabe destacar, que la vascularizacion de la retina y de la coroides, aunque ambas derivan
de la arteria oftdlmica, que es una rama de la cardtida interna, los dos sistemas trabajan

con una presion de perfusion diferente ya que el sistema de regulacion es distinto.
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La circulacion retiniana se caracteriza por un flujo sanguineo bajo, mientras que el flujo

en la coroides es alto 2.

En la mayoria de los tejidos, el flujo sanguineo tiende a mantenerse constante, a pesar de
las variaciones moderadas en la presion de perfusion, gracias al mecanismo de

autorregulacion °'°.

La circulacion retiniana carece de inervacion auténoma, muestra una autorregulacion
eficiente y estd influenciada principalmente por factores locales producidos por una

combinacion de mecanismos metabolicos y miogénicos 12614,

Sin embargo, mayoritariamente la circulacién coroidea no estd controlada por ningin

mecanismo de autorregulacion 614622

sino que se controla principalmente por la
inervacion auténoma y sensitiva ¢'2. Es por ello, por lo que existe en la coroides gran
cantidad de fibras nerviosas ¢4, Estas fibras son mas numerosas en la coroides central,
sobre todo en la region submacular, que en la periferia 3. Asimismo, las células
ganglionares NPY+ y TH+ se observan con mds frecuencia en la region central de la
coroides %*. La razon de un mayor ntimero de células ganglionares y de la mayor densidad
del plexo nervioso en la coroides submacular pordria ser la regulacion del flujo sanguineo
arteriolar en esta zona a la contribuyen estas neuronas ®'*. La distribucion mayoritaria de
estas neuronas en la region submacular sugiere la posibilidad de que afecciones
vasculares de ciertas enfermedades oculares, como son el edema macular diabético o la
DMAE, estén relacionadas con la posible disfuncion de estas células ®'*. Por lo que no

seria extrafio que en la EA, que muchos estudios han relacionado con la DMAE 3%, las

alteraciones coroideas se den de forma mas precoz que las retinianas.

7.3.3 Disminucion del espesor coroideo

La coroides es uno de los tejidos mas vascularizados en el cuerpo, y su funcion principal
es proveer a la retina externa de nutrientes y oxigeno. Cada vez hay més evidencias que
sugieren que la red vascular ocular también se ve alterada en la EA, e incluso se ha
especulado, que estos cambios comparten los mecanismos patogénicos que se producen
en los vasos cerebrales. De hecho, algunos estudios han descrito en la EA alteraciones en

la coroides 399-401403
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En nuestro estudio se ha demostrado que existe un adelgazamiento de la coroides en los
pacientes con EA leve comparados con los controles. Este adelgazamiento, se encuentra
en la zona subfoveal, en nasal (desde las 500 um hasta las 1500 pm) e inferior a 500 pm

de la fovea.

Estos resultados son concordantes con los estudios publicados hasta la fecha, donde
también se han encontrado reducciones en los espesores coroideos en estos pacientes, y
donde los estudios con puntuacion de MMSE mas bajas, muestran que el adelgazamiento
es extiende por la totalidad de la coroides 3°*014%3 En el tnico estudio de seguimiento
realizado, se analizaron las coroides de nuevo tras 12 meses, encontrando que el
adelgazamiento es mas prominente en los pacientes con EA que en los controles. Este
cambio mostraba, que ademas del causado por el proceso natural de envejecimiento, se
adicionaba otro ligado a la EA 3%, Resultados similares de disminucién del espesor
coroideo, también han sido observados en estudios histopatologicos en un modelo de rata

con EA y en muestras humanas postmortem de donantes con EA 322,

Este adelgazamiento de la coroides en la EA podria estar asociado con la hipoperfusion
y/o los cambios atroficos de esta capa vascular. Estos cambios patologicos en la red
vascular podrian ser causados por los depdsitos locales de AP similares a los que se
pueden encontrar en el sistema vascular cerebral en la EA **° y probablemente estos
cambios en la coroides, vistos incluso en pacientes con EA leve, reflejan la importancia

de los factores vasculares en su patogénesis %

Estudios previos demostraron acimulos de A en los vasos coroideos en ratones modelo
de envejecimiento normal y en un modelo transgénico de raton de EA 3°762°_ Al igual que
en el cerebro, la acumulacion de AP en la coroides, podria inducir una respuesta
inflamatoria y la activacion del complemento, que conduce progresivamente a la
neurodegeneracion y a la vasoregresion de la vascularizacion coroidea, a través de la

misma cascada patoldgica que ya ha sido descrita en los cerebros con EA 322:626-628

Por lo tanto, paralelamente a los cambios vasculares que tienen lugar en el cerebro, el
adelgazamiento coroideo puede contribuir al estudio de la severidad y progresion de la

enfermedad.

7.3.4 Valores de la oxihemoglobina en la cabeza del nervio optico.
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La microcirculacion cerebral ha sido ampliamente estudiada en la EA. A pesar de que la
enfermedad de pequefio vaso estd implicada en el desarrollo y progresion de la EA %%, 1a
microcirculacion cerebral es muy complicada de evaluar in vivo. Los vasos sanguineos
pequeiios de la retina y del cerebro comparten un origen embriologico, caracteristicas
anatomicas y propiedades fisiologicas similares (por ejemplo, arterias terminales no
anastomoticas, y barrera) 2323, Los vasos retinianos, que miden de 100 a 300 mm de
tamafio, permiten una visualizacion no invasiva de la microcirculacién humana in vivo,
ofreciendo una "ventana" inica y de facil acceso para estudiar la patologia microvascular

cerebral 3%,

Algunos autores han sugerido la posibilidad de los cambios en la reflectancia de la cabeza
del nervio 6ptico pueda detectar diferencias en la cantidad de Hb %°. A pesar de que el
nivel de Hb no puede medirse directamente, la perfusion del nervio optico, al igual que
en cualquier tejido, depende de 3 factores: velocidad de flujo sanguineo, contenido de Hb
y saturacion de oxigeno. Por lo tanto, examinando estos factores, es posible identificar

zonas en el disco que contienen mayor o menor cantidad de Hb !,

En este estudio se uso el software Laguna ONhE, disefiado y cedido para este estudio por
el Prof. Gonzalez de la Rosa, que analiza los cambios de color en el nervio dptico usando
la Hb como pigmento de referencia, compensando diferentes variables como son la
iluminacion o la absorcion y difusion del cristalino. El propdsito de este programa no es
medir simplemente la perfusion de la cabeza del nervio Optico, sino detectar la palidez
causada por un descenso de la densidad capilar y consecuentemente una pérdida axonal.
Se ha demostrado que el software Laguna ONIE tiene gran precision y reproducibilidad
en el diagndstico precoz en pacientes con glaucoma incipiente comparado con los test
clasicos funcionales y estructurales usados en el diagnéstico del glaucoma 4°3631-635,
También hay estudios que refieren su utilidad para analizar pérdida axonal en pacientes

636

con patologia neuro-oftalmoldgica como son aquellos con esclerosis multiple 0

Enfermedad de Parkinson .

En nuestro estudio, a pesar de no encontrar diferencias significativas en las medidas de la
Hb en la cabeza del nervio optico entre los pacientes con EA leve y controles, se
encontraban zonas con menor cantidad de Hb y otras con un incremento respecto a los
controles. Las zonas que presentaban un descenso no significativo en los valores de Hb

fue el anillo exterior, sobre todo en la region nasal, y en el anillo intermedio e interior,
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también la region nasal. Las zonas donde habia un incremento no significativo de Hb en
los pacientes con EA leve fue en el anillo intermedio e interior en la region temporal,
donde el mayor incremento estaba marcado por S10 y S13, con un incremento de 4,31%

y 4,45% respectivamente.

El tnico estudio publicado hasta la fecha usando este software en pacientes con EA
muestra unos valores de disminucion de Hb significativos en la cabeza del nervio 6ptico
en los mismos sectores en los que en nuestro estudio hay un descenso de Hb. En las areas
donde ellos ven un descenso no significativo, en nuestro estudio se marca un aumento no
significativo de Hb en los pacientes con EA leve ®**. Estos resultados, a pesar de parecer
diferentes lo que nos estan mostrando es la evolucion de la patologia cuando la EA
progresa. El estudio de Bambo et al. estd realizado en pacientes con un MMSE de 16,56.
En nuestro estudio, sin embargo, los pacientes estan examinados en un estadio mas leve
de la patologia con MMSE de 23,35 y viendo las graficas de ambos trabajos como se
solapan nos da a pensar que la tendencia de nuestros pacientes seguird hacia los resultados

de Bambo et al. (Figura 61).

Valor Hb Laguna ONhE
Nuestro estudio Bambo et al., 2015
MMSE 23,35 MMSE 16,56

sup

TEMP | NAS

F
[l Disminucidon P<0,05

Figura 61. Comparacion de los valores de Hb en la cabeza del nervio dptico mediante el
software Laguna ONhIE en los pacientes con EA. lzquierda: Grafica de nuestro estudio, donde
los colores rojos muestran un descenso de Hb y los verdes un incremento en los pacientes con
EA leve respecto a los controles. Ninguno de los valores presenta significacion estadistica
p>0,05. Derecha: Grafica del estudio de Bambo et al. donde se muestran un azul aquellos
sectores con descenso significativo de Hb en los pacientes con EA respecto a los controles 53,
En ambos estudios se muestra la puntuacién de MMSE de los pacientes. Hb: hemoglobina;
MMSE: Mini Mental State Examination.
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Comparando en nuestro estudio los niveles de Hb con lo observado en la OCT peripapilar
se observa que en los pacientes con EA leve parece que hay un respeto en el haz
papilomacular. Tanto a nivel de perfusion, donde aparece una tendencia a una mayor
concentracion de Hb, como a nivel de respeto del espesor peripapilar, donde no se
observan cambios significativos en el espesor. En la EA la isquemia del disco 6ptico debe
de producirse de una manera cronica y estable, y por esta razén puede que sea mejor
tolerada por el nervio optico. Bambo et al. explican que posiblemente debido a esta razoén
los bajos niveles de Hb en el anillo de los pacientes con EA no provoquen una
consecuencia directa estructural manteniendo el espesor peripapilar sin cambios %%, por
lo tanto los valores bajos de Hb en pacientes con EA leve puede ser una consecuencia de
los cambios microvasculares primarios de la retina que son concomitantes con los

cambios cerebrales.

7.4Estudio de Ila poblacion microglial en el modelo

experimental 3xTgAD.

La microglia, como células inmunes innatas residentes del SNC, en presencia de un dafio
adopta un fenotipo activado, cambia su forma (retrayendo sus prolongaciones y
engrosando el cuerpo celular), proliferan y migran, acumulandose alrededor de las areas
danadas. En su estado de mayor activacion, la microglia adquiere una morfologia
ameboidea actuando como macréfagos %°. Asociados a los cambios morfoldgicos, la
microglia cambia la expresion de enzimas y receptores y libera factores inflamatorios.
Una activacion microglial excesiva podria causar la liberacion de factores neurotdxicos
que podrian provocar la muerte neuronal. En la EA se ha visto que el componente
inflamatorio juega un importante papel, observandose una activacion astroglial y
microglial, un aumento de la expresion de los factores inflamatorios y la activacion del
sistema del complemento, tanto de la via cldsica como de la alternativa $4%%*! La
neuroinflamacidon puede estar relacionada con los depodsitos de AP, que producen una
fuerte respuesta inflamatoria y alteran la fagocitosis microglial de los depésitos de AB 2.
Estos hechos pueden llevar a una sobreexpresion mantenida de mediadores inflamatorios,

1 643

que pueden inducir la muerte neuronal **°. Ademas, como consecuencia de la apoptosis
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se produce una nueva activaciéon de la microglia para fagocitar y eliminar los restos
celulares procedentes de las células que se estin muriendo **’. Dado que la activacion
microglial puede contribuir a la progresion de la EA, el desarrollo de estrategias para el
control de la activacion microglial podrian tener efectos beneficiosos que desaceleren la

progresion de la enfermedad 44,

Los estudios que han analizado la activacion microglial en la retina son muy escasos

realizandose en diferentes modelos de ratas y ratones con EA.

En un modelo de EA en rata TgF344-AD realizado en secciones de retina y coroides
cuantifican el numero de células Iba-1+ (marcador de microglia y macréfagos) en la
coroides de los animales transgénicos de 14 y 19 meses con respecto a los controles, los

autores no aportan datos de las células Iba-1+ de la retina 2.

En los ratones transgénicos Tg2576AD utilizando secciones de retina marcadas con anti-
Iba-1 se encontr6 un incremento significativo del nimero de microglias en la retina con

respecto a los controles 32°.

En los ratones dobles transgénicos APPswe/PS11E9 utilizando secciones de retina
marcadas con el anti F4/80 (que es un marcador de microglia y macréfagos) observan una
activacion de la microglia en los animales transgénicos (tanto en los de mediana edad 12-
16 meses como en los viejos 19-21 meses) con respecto a los controles, basandose en el
incremento en la densidad Optica relativa en los niveles de la inmunoreactividad F4/80 en
un 4rea concreta de la retina 3. En este mismo modelo Ning et al., cuantificaron los
perfiles celulares de las c€lulas ganglionares rodeadas por microglia F4/80+ encontrando
un incremento significativo en los animales transgénicos (de 27 meses) con respecto a los

controles, postulando que se producia una activaciéon microglial **7.

Otro modelo utilizado para el estudio de la EA es el raton triple transgénico 3xTgAD, que
portan las mutaciones humanas en los genes que codifican la presenilina 1 (PSIM146V),
la proteina precursora amiloide (APPSwe) y Tau (MAPTP301L) y recapitula la mayoria
de las caracteristicas de la EA, siendo uno de los mejores modelos para el estudio de la
EA “%_En este modelo, Grimaldi et al., estudiaron las células microgliales en secciones
de retina y analizaron la densidad de tincién Iba-1+ por mm?, el 4rea del soma de las
células Iba-1+ asi como el area de ramificacion microglial. Observaron que en las etapas

presintomaticas de la EA (5-10-20 semanas) solo se observaba en las células Iba-1+ una
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morfologia mas ramificada comparandolas con los controles. Sin embargo, solo se
encontraba un incremento de la densidad de tincion Iba-1+ por mm? en las etapas mas
tardias (50-72 semanas) y ademas las células estaban menos ramificadas con respecto al

control. Estos autores no encontraron diferencias en el tamafio de los somas 2'!.

En nuestro estudio analizamos las células microgliales en el raton 3xTgAD en etapa
tardia de la EA (64 semanas - 16 meses) utilizando montajes planos de retina. Como
hemos visto con anterioridad todos los estudios sobre la microglia de la retina han sido
realizados en secciones histologicas, las cuales, al no poder analizar las células en toda
su totalidad, no nos da una informacion muy precisa de la morfologia celular. Sin
embargo, los montajes planos de retina permiten la visualizacion de toda la célula
microglial y su localizacién a lo largo de la extension de la retina (en los ejes X, Y y Z),
lo cual puede aportar datos morfologicos y de distribucion celular mucho mas precisos,
tales como la forma celular, el engrosamiento del soma, el numero de células, los
desplazamientos de las células en la propia capa o hacia capas vecinas. Ademas, se
puede obtener una informacion precisa del nimero de células que podemos encontrar en
cada capa retiniana. Nuestro estudio ha sido realizado en una etapa tardia de la EA (64
semanas) en la que se observan los principales cambios en las células microgliales como

ya reportaron con anterioridad Grimaldi el al.>!!.

En este modelo demostramos por primera vez que la microglia Iba-1+ en todas las capas
de la retina (CPE, CPI y CCG-CFN) mostraba signos de activacion. Esta activacion ha
sido puesta de manifiesto en nuestro estudio por el aumento del tamafio del soma, las
alteraciones en el patron del mosaico celular que forman las células microgliales
(desplazamientos celulares), asi como en el nimero de células microgliales, todo esto
analizado en cada una de las capas donde se localiza la microglia y en los distintos

sectores retinianos (superior, inferior, nasal y temporal).

Las células microgliales en las CPE y CPI en los animales control se disponen formando
un mosaico regular por toda la extension de la retina, sin que las células contacten entre
si. Sin embargo, en los animales transgénicos 3xTgAD la disposicion en mosaico se
pierde en algunas zonas de la retina, debido a que las células se aproximan en unos puntos
determinados, dejando zonas con menor densidad celular. Estas aproximaciones pueden
tener una forma en barrera, en las que las células se disponen formando hileras de células

muy proximas, o muestran un patron circular, en el que las células microgliales parecen
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estar rodeando algo concreto y orientan muchas de sus prolongaciones hacia su interior.
En el centro de estos circulos las microglias adquieren una morfologia ameboide. En
muchas ocasiones estas alteraciones aparecen co-localizandose en ambas capas (CPE y
CPI). En este modelo triple transgénico Grimaldi et al observaron que en la retina se
producen acimulos de AP a medida que la enfermedad progresa, de tal forma que a las
30-40 semanas, estas placas aumentan su tamafio y se localizan tanto en la CGR y como
en la CPE. Ademas, en las secciones de retina estos autores han visto que algunas
prolongaciones de la microglia contactan directamente con las placas de AP !!. Las
agrupaciones en circulo o en barrera observadas en nuestro estudio podrian estar
relacionados con los depositos de AP, de tal forma, que las células microgliales
ameboides del interior de las agrupaciones circulares podrian estar fagocitando el
amiloide de estas placas, asi como los restos de células muertas que se hayan producido

como consecuencia de la neurodegeneracion inducida por estos depdsitos.

De igual forma, en los cerebros de pacientes con EA se ha observado microglia activada
que rodea las placas de AP contribuyendo a la limpieza de estos depdsitos 2!2. También
en secciones de retina de otros animales transgénicos se observaron depdsitos de AP en
la CFN y alrededor de las células ganglionares acompanados de una poblacion de
microglia F4/80+ que rodeaba a las células ganglionares. Estos depositos se
incrementaban con la edad junto con un aumento en la expresion de MPC-1, el cual es un

atrayente de las células microgliales ¥’

En los animales control, la mayor parte de las células microgliales se disponen paralelas
a la superficie de la retina formando, como expusimos con anterioridad, estructuras en
mosaico en la CPE y en la CPI. Sin embargo, en la CFN, aunque las células también se
disponen paralelas a la superficie retiniana no forman un mosaico regular y su disposicion
esta muy relacionada con el curso de los vasos sanguineos. En nuestros animales
3xTgAD, observamos que en muchas zonas de las capas plexiformes las células Iba-1+
cambiaban su orientacion disponiéndose perpendiculares a la superficie de la retina,
localizandose parte de sus somas en las capas nucleares mientras que muchas de sus
prolongaciones participaban en los plexos microgliales de ambas capas plexiformes,
como hemos podido observar en el analisis 3D de los montajes planos de retina. Cuando
esto ocurre, la inmunotincidon Iba-1+ de los somas microgliales aumenta de forma
considerable con respecto al resto de las microglias. Este cambio en la orientacion de las

células y el cambio en la disposicion de los somas hacia las capas nucleares podria
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ayudarnos a entender como en la OCT de nuestros pacientes con EA leve, al segmentar
la retina en capas, encontramos zonas de adelgazamientos en determinadas zonas de las
plexiformes que se correlacionan con engrosamientos en zonas equivalentes de las capas
nucleares. Ademas, en otra enfermedad neurodegenerativa como el glaucoma 298:645-:646,
que comparte con la EA algunos mecanismos patogénicos como la neuroinflamacion, asi
como en degeneraciones retinianas ¥’ se han observado cambios en la orientacion de las
c¢lulas microgliales adoptando una disposicion vertical conectando varias capas entre si.
Esta disposicion vertical, similar a la de las células de Miiller, se ha postulado que podria

contribuir a la distribucioén de sefializacion entre los diferentes plexos microgliales para

comunicar al resto de la retina donde se ha producido un dafio %4°.

En los animales control, la mayoria de las células microgliales Iba-1+ presentaban un
cuerpo celular pequefio de forma triangular del que parten numerosas prolongaciones. Sin
embargo, en nuestros animales 3XTgAD tanto en la CFN como en las capas plexiformes
se observaba en general un incremento del tamafio de los cuerpos celulares y una
retraccion de sus prolongaciones. Este hecho, es corroborado por el incremento
significativo en el area del tamafio del soma de las células Iba-1 + de la CPE y del
complejo CPI y CCG+CFN en los animales transgénicos con respecto a los controles de
edad. Este incremento se producia en todos los sectores retinianos analizados (superior,
inferior, temporal y nasal) en todas las capas analizadas. Sin embargo, Grimaldi et al.
utilizando este mismo modelo y en tiempos semejantes, no encuentran diferencias en el
4rea del tamafio del soma 2!'!. Este hecho puede ser debido, a que estos autores utilizan
secciones de tejido, y la medicion del area del soma podria ser menos precisa, al no tener

las células enteras, algo que no ocurre en los montajes planos usados en nuestro estudio.

Otro signo importante de activacion microglial, es el aumento en el nimero de células.
En nuestro estudio los ratones 3xTgAD mostraron un incremento significativo en el
numero total de células Iba-1 + de la retina con respecto a los animales control. Este
incremento era significativo en todos los sectores retinianos analizados en el CCI
(CPI+CCG-CFN) y solamente en el sector inferior en la CPE. El incremento de células
podria deberse a una proliferacion celular como mecanismo de activacion ante el dafio
neuronal desencadenado tanto por las placas de amiloide, como por los procesos de
neuroinflamaciéon desencadenados por estos depositos. Aunque la mayor parte de los
estudios en los distintos modelos transgénicos no cuentan directamente el nimero de

células microgliales de la retina, se utilizan métodos que permiten una estimacion de las
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mismas, encontrando, al igual que en nuestro estudio, un incremento significativo del
niimero de células microgliales 23337*3 Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se

analiza el incremento de las células dependiendo de la capa y del sector retiniano.

El incremento en el nimero de microglias en las diferentes capas y sectores observados
en nuestro estudio podria estar relacionado con los depositos de amiloide los cuales, no
se distribuyen de forma homogénea por toda la retina. En un modelo de EA en rata
TgF344-AD 3?2 y en los ratones dobles transgénicos APPswe/PS11E9 338 estos depositos
se sitlan mayoritariamente en las capas plexiformes. Sin embargo, otros autores en este
mismo modelo encontraron depdsitos sobre todo en la CCG y en la CFNR **’. En los
ratones transgénicos Tg2576AD la mayoria de los depdsitos de AP de se detectaron
principalmente desde la CCG hasta la CPI, encontrando algunas placas en la CPE y en la
capa de fotorreceptores *?°. En los ratones de nuestro modelo 3xTgAD los depositos de
AP y los ovillos de pTau han sido descritos en la CCG y en el resto de las capas internas
con el avance de la enfermedad 2'!. En relacion a esto, en nuestro estudio, en el que
usamos el modelo 3xTgAD, también vemos que el mayor incremento en el numero de
c¢lulas microgliales se produce en las capas mas internas de la retina, donde en la mayoria

de los modelos encuentran un incremento de AP.

Se ha visto que, en la EA, la activacion de la microglia puede desempefiar un doble papel,
por un lado, la activacion microglial aguda conduce a una disminucién de la acumulacién
de AP al aumentar su fagocitosis **’. Sin embargo, la activacion cronica de la microglia
contribuye a la neurotoxicidad y la pérdida de sinapsis al desencadenar varias cascadas
proinflamatorias. En nuestro estudio hemos encontrado que, en las retinas de los animales
transgénicos, coexisten ambos tipos de activacion. De tal forma que encontramos
microgia ameboide fagocitica, que se dispone en zonas de agrupamiento microglial, las
cuales podrian estar ejerciendo un papel en la limpieza del APB. Mientras que el resto de
las células microgliales, también presentan signos de activacion, aunque de tipo mas
crénico, como son el engrosamiento de somas, la ligera retraccion de las prolongaciones
y los cambios en la orientacion del cuerpo celular. La activacion cronica de la microglia
desvia sus funciones fisiologicas y beneficiosas, de tal forma, que la microglia activada

en EA muestra una mayor proliferacion 32035

, como hemos visto en nuestro estudio, y
una mayor expresion de marcadores inflamatorios como CD36, CD14, CD11¢c, MHC-II
e iNOS, como se ha visto en el cerebro de pacientes con EA 33334 Esto también se ha

visto en la retina del modelo 3xTgAD, donde se ha encontrado que en estadios precoces
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de la enfermedad existe un incremento de marcadores antiinflamatorios (Ym1 y CD206),
mientras que en las fases mas avanzadas de la enfermedad hay un cambio a un perfil
proinflamatorio, encontrandose un incremento de marcadores proinflamatorios (iNOS,
IL-1B), que van aumentando con el curso de la enfermedad ?!!. Esta activacion cronica de
la microglia, con liberacién constante de factores proinflamatorios, podria provocar por
un lado una disminucién en la fagocitosis del AP, y por otro neurotoxicidad, la cual

conduciria a la muerte neuronal **!.

Aunque el AP se localice en un determinado sector de una capa retiniana y pueda generar
apoptosis neuronal en esa zona, la activacion de la microglia puede ser transmitida al resto
de las capas de la retina, por ejemplo, al cambiar su orientacion y comunicar diferentes
capas entre si, como hemos visto en nuestros animales transgénicos. Esto podria inducir
una activacion cronica de toda la microglia, lo cual podria provocar dafio neuronal a nivel
de todas las capas retinianas. En el modelo transgénico APPswe/PS11E9 se ha encontrado
alteraciones en las ondas a y b del ERG postulando una alteracion de fotorreceptores y

338 En el modelo Tg2576AD encuentran un adelgazamiento del espesor

bipolares
retiniano en comparacion con el control *2°. Sin embargo, otros autores solo encuentran
apoptosis neuronal en la CGR en los modelos APPswe/PS11E9 y en el 3xTgAD. Como
vemos, las alteraciones neuronales pueden implicar distintas capas de la retina, y esto en
cierto modo podria explicar los adelgazamientos encontrados mediante OCT en algunos

sectores de todas las capas retinianas en nuestros pacientes con EA leve.

En nuestro estudio hemos observado que existe tanto en los animales control como en los
transgénicos un punteado Iba-1+ que podria originarse de algunas células marcadas con
este anticuerpo. Este punteado podria corresponderse, en cierta medida, con
microvesiculas extracelulares, las cuales pueden ser producidas por la microglia siendo
importantes mediadores de la comunicacion intercelular %*°. Se ha postulado que los
exosomas procedentes de las células microgliales podrian constituir una via de
transmision de la proteina tau, distinta a la sindptica, la cual podria contribuir a la

patogénesis de la EA 3%,

Las células microgliales contienen moléculas comunes con los leucocitos, entre otras las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II (MHC-II), ante las cuales
se han desarrollado anticuerpos como el OX-6 (anti-MHC-II). Esta molécula participa en

la presentacion de antigenos a los linfocitos T poniendo en marcha la respuesta inmune
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de tipo adquirido. Se expresan de forma habitual en las células presentadoras de antigeno
profesionales, tales como las células dendriticas, los macréfagos, las células de
Langerhans, las células de Kupffer, y en los linfocitos B. Se ha visto, que en la retina y
en el cerebro, la expresion de esta molécula es muy baja, expresandola la microglia de
una forma constitutiva. Sin embargo, bajo condiciones inflamatorias 'y
neurodegenerativas la expresion del MHC-II aumenta tanto en la microglia activada como

en la fagocitica 4

incrementando su capacidad para actuar como células presentadoras
del antigeno, pudiendo estar implicadas en la puesta en marcha de procesos inflamatorios
de tipo adaptativo. En el cerebro de ratones viejos se ha visto que se produce un
incremento en la expresion de MHC-II en las células microgliales con respecto a los
animales jovenes. Ademas en el modelo TgAPP/PS1 alas 32- 64 semanas se ha observado
un incremento en la expresion de MHC-II en las células microgliales *>*. En otro modelo

de EA, el APPswe/PS1dE9, se ha visto en el cerebro que las tinicas células microgliales

que expresan MHC-II es una subpoblacion que rodea las placas de Ap 3.

En nuestro estudio hemos visto, que tanto en los animales transgénicos como en sus
controles pareados por edad presentan una tincion OX-6+ similar, observandose en las
células microgliales un acimulo OX-6+ en el soma, lo que implica una expresion MHC-
II+. Esta expresion puede ser debida a que los ratones de nuestro estudio, asi como sus
controles pareados de edad, son individuos viejos y que como se ha dicho anteriormente,
los individuos mayores presentan un incremento de la expresion de MHC-II en la
microglia. Sin embargo, las células profesionales presentadoras del antigeno, como las
células dendriticas y las perivasculares presentaban una expresion por todo el soma y las

prolongaciones siendo semejante en los transgénicos que en los controles.

Podriamos especular, que estas observaciones en animales transgénicos trasladadas a los
hallazgos encontrados en los pacientes con EA leve y EA moderado, podrian explicar que
los cambios celulares a nivel de la retina podrian apoyar los hallazgos psicofisicos
encontrados en humanos, siendo conscientes de las diferencias entre el modelo animal y
el humano, en los que una alteracion en las capas plexiformes podria conducir a una
diminucion de la calidad en el procesamiento visual, debido a una alteracion en los
diferentes campos receptores. Estas alteraciones justificarian la pérdida de agudeza visual
precoz en estos pacientes, asi como la bajada de la sensibilidad al contraste, la peor
percepcion cromatica y los problemas para realizar el test digital de percepcion

encontrados en este trabajo.
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8. CONCLUSIONES

8.1Conclusiones en espaiol

En esta tesis doctoral, se ha estudiado la implicacion de la via visual en la demencia tipo
Alzheimer. Se ha trabajado en pacientes con EA leve y EA moderada analizando tanto
métodos psicofisicos oftalmologicos como pruebas estructurales. También se ha
empleado para el andlisis de la poblacion microglial de la retina un modelo experimental

de raton transgénico con EA. A la vista de los resultados, concluimos que:

1. La agudeza visual de los pacientes con EA estd disminuida respecto a los
controles. La bajada de agudeza visual se da en estadios tempranos de la

enfermedad y se mantiene estable en la EA en el estadio moderado.

2. La sensibilidad al contraste en los pacientes con EA sufre una bajada en todas las
frecuencias espaciales cuando debuta la enfermedad. Esta bajada es mayor cuanto
mayor es la frecuencia espacial examinada. Cuando la EA evoluciona al estadio

moderado, la sensibilidad al contraste se mantiene estable.

3. Los pacientes con EA presentan una peor percepcion cromatica. Se ha encontrado
una alteracion inespecifica tanto en el eje tritan, como en el eje deutan. Cuando la
EA evoluciona al estadio moderado los pacientes cometen un mayor nimero de

€Irores.

4. El test digital de percepcion muestra una peor integraciéon visual en los pacientes
con EA cuando debuta la neurodegeneracion. Esta alteracion se mantiene estable

cuando avanza la patologia al estadio moderado.

5. Elespesor total de la macula sufre un adelgazamiento cuando la EA esta en estadio
leve. Cuando la enfermedad progresa al estadio moderado se encuentran

engrosamientos en la region central.

6. En los pacientes con EA leve existe un adelgazamiento en la macula en las capas
retinianas CFNR, CCG, CPI, CPE y EPR, mientras que en la CNI y CNE, por el

contrario, existe un engrosamiento.
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7. En los pacientes con EA leve, en el espesor peripapilar de la CFNR no hay
cambios significativos, mientras que, en la EA moderada existe un

adelgazamiento significativo en los sectores superonasal e inferotemporal.

8. Los pacientes con EA leve presentan una disminucién de la coroides circunscrita

a la coroides subfoveal, nasal e inferior.

9. La zona avascular foveal en los pacientes con EA leve no existen cambios

significativos.

10. Los valores de la oxihemoglobina de la papila en pacientes con EA leve no tienen

cambios significativos.

1 1. El mejor valor predictivo lo muestran la medida del espesor coroideo, en nasal e
inferior, y todas las frecuencias de la sensibilidad al contraste, siendo mejor cuanto

mas alta es la frecuencia examinada.
12. Todas las pruebas psicofisicas se correlacionan con la puntuacion de MMSE.

13. Los cambios en el grosor de la capa de fibras peripapilar se correlacionan mejor

con el avance de la enfermedad, dado por la puntuaciéon del MMSE.

14. La mejor correlacion entre la sensibilidad al contraste y la OCT se encuentra en el

area macular.

15. En las retinas de ratén transgénico de EA existen signos de activacién microglial.
Los animales transgénicos presentan un aumento del nimero de células,
engrosamiento del soma, retraccion de sus prolongaciones y movimientos en la
misma capa y entre capas. Esta reactividad glial da como consecuencia una

alteracion del plexo microglial en los ratones transgénicos de EA.

16.En las retinas de raton transgénico de EA hay agrupaciones circulares de
microglia, con reorientacion y polarizacion de sus prolongaciones hacia el interior
del circulo, posiblemente como consecuencia a los acimulos proteicos tipicos de

esta neurodegeneracion.

17.Las alteraciones morfologicas observadas en las retinas de pacientes con EA
podrian estar causadas por una gliosis reactiva debida a la patologia asociada a los

depdsitos caracteristicos de esta neurodegeneracion.
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8.2Conclusiones en inglés

In this doctoral thesis, involvement of visual pathway in AD was studied. Patients with
mild or moderate AD were analyzed using psychophysical ophthalmological methods and
structural tests. To begin to examine cells and processes involved in AD-associated retinal
degradation, we analyzed retina microglia in a mouse model of AD. Our data lead us to

the following conclusions:

1. Patients with AD show lower visual acuity than healthy controls. Loss of visual
acuity occurs in early stages of AD and remains stable as the disease progresses

to moderate severity.

2. Patients with AD show lower contrast sensitivity at all spatial frequencies in early
stages of the disease, with greater loss of contrast sensitivity at higher spatial
frequencies. Loss of contrast sensitivity remains stable as the disease progresses

to moderate severity.

3. Patients with AD have lower chromatic perception than controls, which is
associated with nonspecific alteration of the tritan and deutan axes. Loss of

perception increases as the disease progresses to moderate severity.

4. Patients with mild AD perform worse on the digital perception test than controls,
indicating worse visual integration. This loss of integration remains stable as

disease progresses to moderate severity.

5. Mild AD is associated with macular thinning, while moderate AD is associated

with thickening of the central region of the macula.

6. Mild AD is associated with thinning of the macula in several retinal layers (RNFL,
GCL, IPL, OPL and RPE), but with thickening of the macula in some other retinal
layers (INL and ONL).

7. Mild AD is associated with significant changes in the peripapillary thickness of
the RNFL, while moderate AD is associated with significant thinning in the

superonasal and inferotemporal sectors.

8. Mild AD is associated with a thinning of the subfoveal, nasal and inferior

choroids.

9. The foveal avascular zone in patients with mild AD does not show significant

differences from the corresponding zone in healthy controls.
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

Papillary oxyhemoglobin levels are similar between patients with mild AD and

healthy controls.

The presence of mild or moderate AD is best predicted based on nasal and inferior
choroidal thickness, or based on contrast sensitivity at any frequencies (though

higher frequencies are better).

Results on all psychophysical ophthalmological tests correlate with the Mini
Mental State Examination (MMSE) score.

In OCT analysis, changes in the thickness of the peripapillary fiber layer correlate

better than macular changes with AD progression based on MMSE score.
Contrast sensitivity and OCT results correlate best in the macular area.

Retinas from a mouse model of AD show signs of microglial activation: increased
number of microglia, thickening of their soma, retraction of their extensions, and
their movements within and between layers. This glial reactivity alters the

microglial plexus.

Retinas from a mouse model of AD contain circular microglia clusters that show
reorientation and polarization of their processes towards the interior of the circle.

This may be a consequence of AD-associated protein aggregation.

Reactive gliosis caused by AD-associated protein aggregation may trigger

morphological changes in the retinas of AD patients.
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10.1 Carta de aceptacion del proyecto de investigacion por el
comité de ética del Hospital Clinico San Carlos de Madrid.

Informe Dictamen Favorable

e Proyecto Investigacion Biomédica
Hospital Clinice San Carlos [l
& OSpI INICO SAn Larlos ] CP.-ClL 11/372—E

9 de diciembre de 2011

CEIC Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dra. Mar Garcla Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacion titulado "Estudio clinico de deteccién
precoz de demencia, mediante test visuales no invasivos como
prueba complementaria” con cddigo interno n® 11/372-E del que es
Investigadora Principal la Dra. Elena Salobrar Garcia Martin del Instituto
de Investigaciones Oftalmolégicas Ramon  Castrovigjo.  Universidad
Complutense de Madrid, ha sido estudiado por este Comité, no habiéndose
realizado objecion alguna al mismo.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre la realizacion de
dicho proyecto.

Lo que firmo en Madrid, a 9 de diciembre de 2011

i
San Carlos M
Comits Etico d@

jestigaciol

Dra. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEIC Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos
Doctor Martin Lagos, sfn. Madrid 28040 Madrid Esparia

Tel. 91 33034 13 Fax. 91 330 3299 Correo electrénico ceichcsc@salud.madrid.org
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10.2 Hoja de recogida de datos.

"‘ Hospilal Clinico San Carlos
Mudrid

Pegatina paciente

TEST OFTALMOLOGICOS EN EL ESTUDIO DE DETECCION PRECOZ
DE DETERIOROS COGNITIVOS

Fecha cita: Hora:
Paciente:
Sexo: Fecha de nacimiento: Edad:
Grado educativo: O Basicos {< 8) (DB i;;ﬂarlos O Superiores (>17)
Tipo de demencia: O EA O Vascular O Mixto
{EA+Vascular)
o Parkinson o Otro: o Control

GSD: o3 o34 o4 MMSE: /30
HxM: O HTA Tto

O Diabetes demencia:

O Heolester

oPIO . En Tratamiento

o Otros
Rx:

OD: AV:

Ol: AV:
TDP: o Pasa o Falla
PIO:

0D: Ol:
Midriatico: o Tropicamida o Ciclopentolato
Farnsworth: o Normal O Andémalo

Observaciones:




TEST OFTALMOLOGICOS EN EL ESTUDIO DE DETECCION PRECOZ DE DETERIOROS COGNITIVOS

TDP:

A continuacidn le mostraré una fotografia borrosa colocada en 4 orientaciones
diferentes. Tiene que indicarme cudl de ellas se encuentra en la posicidn correcta,
teniendo en cuenta lo que cree que muestra la fotografia.

ltem 1: la respuesta correcta es la numero 3, puesto que la imagen que estd
fotografiada es la de un paisaje, donde el cielo se sitGa arriba.

Item Respuesta Correcta Puntuacién

1 3 0-1

2 1 0-1

3 2 0-1

4 4 0-1

5 2 0-1

6 4 0-1

7 1 0-1

8 3 0-1

9 2 0-1

10 4 0-1

11 1 0-1

12 3 0-1

13 2 0-1

14 1 0-1

15 4 0-1
Total /15
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CSV-1000 Contrast Sensitivity
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TEST OFTALMOLOGICOS EN EL ESTUDIO DE DETECCION PRECOZ DE DETERIOROS COGNITIVOS
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10.3

Consentimiento informado

—_— Universidad
“: Hospital Clinico San Carlos T a:rgg;umae

Consentimiento Informado para Participantes de
Investigacion

El propdsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los participantes en esta investigacién
con una clara explicacion de la naturaleza de la misma, asi como de su rol en ella como participantes.

La presente investigacion es conducida por D. José Manuel Ramirez Sebastian, D* Rosa de
Hoz Montaiana y D* Elena Salobrar Garcia Martin, de la Universidad Complutense de Madrid.
La meta de este estudio es determinar ¢l grado de afectacion a nivel visual en pacientes con demencias
orientado a una deteceion precoz de la demencia mediante test visuales como prucba complementaria.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedira realizar unos test no invasivos
oftalmoldgicos. Esto tomara aproximadamente 60 minutos de su tiempo.

La participacidn es este estudio es estrictamente voluntaria. La informacion que se recoja serd
confidencial y no s¢ usara para ningin otro propdsito fuera de los de esta investigacion. Sus respucstas al
examen visual serdn codificadas usando un nimero de identificacién y por lo tanto, serdn anénimas.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualquier momento durante
su participacion en él. Igualmente, puede retirarse del proyecto en cualquier momento sin que eso lo
perjudique en ninguna forma. Si alguno de los test durante la prueba le parecen incomodas, tiene usted el
derecho de hacérselo saber al investigador o de no realizarlas.

Desde ya le agradecemos su participacion.

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion, conducida por D. José Manuel Ramirez
Scbastian, D" Rosa de Hoz Montafiana y D® Elena Salobrar Garcia Martin. He sido informado (a) de que
la meta de este estudio es deteccion precoz de la demencia mediante test visuales como prueba
complementaria.

Me han indicado también que tendré que realizar unos test visuales, lo cual tomara
aproximadamente 60 minutos.

Reconozeo que la informacién que yo provea en el curso de esta investigacién es estrictamente
confidencial v no serd usada para ningln otro propésito fuera de los de este estudio sin mi
consentimiento. He sido informado de que puedo hacer preguntas sobre ¢l proyecto en cualquier
momento y que puedo retirarme del mismo cuando asi lo decida, sin que esto acarree petjuicio alguno
para mi persona. De tener preguntas sobre mi participacién en este estudio, puedo contactar a D? Elena
Salobrar Garcia Martin al teléfone 913941669

Entiendo que una copia de esta ficha de consentimiento me sera entregada, y que puedo pedir
informacion sobre los resultados de este estudio cuando éste haya concluido. Para esto, puedo contactar
al teléfono anteriormente mencionado.

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha
(en letras de imprenta)
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10.4 Contrato predoctoral Formacion al Profesorado
Universitario (FPU).

a0 ADC 0/14/0
-~ E

MADRID vy

ENTRADA © SECRETARIA GENERAL DE
MINISTERIO 4 UNIVERSIDADES
DE EDUCACION, CULTURA OTJu e ™

DIRECCION GENERAL
Y DEPORTE 4 DE POLITICA UNIVERSITARIA
. JACO

“esmianc®™
MODELO DE ACTA DE ACEPTACION DE AYUDA DE F.P.U

D./D?. Elena Salobrar Garcia Martin, nacido/a e a el dia, [N o iciliado/a en,
, con N.I.LF. o Pasaporte n° 44402618Z.

Licenciado/Grado en Optica y Optometria el dia 24 de Julio de 2013, en la Universidad Complutense de Madrid,
adjudicatario/a de una ayuda del programa de Formacion de Profesorado Universitario del Ministerio de Educacion,
Cultura y Deporte.

DECLARO:

Que acepto la Ayuda del Programa de Formacién de Profesorado Universitario Referencia: FPU13/01910 en el
centro de adscripcion Universidad Complutense de Madrid, siendo el Director de la tesis ellla Dr./Dra. José Manuel
Ramirez Sebastian. Aceptando las condiciones sefialadas en la Convocatoria publicada por Resolucion de 18 de
noviembre de 2013 (BOE de 21de noviembre):

CONOZCO:

1° Que la Ayuda citada tiene una duracion maxima de 48 meses en régimen de contrato predoctoral, siendo
requisito esencial estar matriculado en el periodo de investigacion en un programa de doctorado.

2° Que del periodo maximo de la ayuda se descontaran los periodos en que se hubieran disfrutado de otras
becas o ayudas similares en cuanto a objetivos y cuantias de acuerdo con los criterios establecidos en el
articulo 21 de la Ley 14/2011 de la Ciencia, la Tecnologia y la Innovacion.

3° Que la ayuda consta de una dotacion mensual de 1.025 euros para los dos primeros afios de contrato y
de 1.173 euros para el tercero y cuarto afio, mas dos pagas extraordinarias cada afio.

4° Que la presente ayuda esta sujeta a las normas sobre incompatibilidades existentes que recoge la
convocatoria y a las normas del centro al que se adscribe la misma.

En Madrid a, 1 de Julio de 2014
EL/LA BENEFICIARIO/A DE LA AYUDA

EL REPRESENTANTE LEGAL DE LA EL DIRECTOR DE TESIS,
DE LA ENTIDAD DE{ADSCRIPCION

—17 7
L
& T Sm—
Fdo. D/Da.dege “framsdeo ((redo
Tesncindez
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10.5 Estancia internacional en la Universidad de Coimbra,
Portugal

Estancias breves en centros extranjeros a beneficiarios del subprograma de
formacion del profesorado universitario (FPU) con resolucion de 4 de abril de 2017,
de la Secretaria de Estado de Educacion, Formacion Profesional y Universidades con
referencia EST16/00024, con una beca para la estancia por valor de 3.480 € concedida

por el Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte del Gobierno de Espaiia.

- Centro: IBILI - Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences. Retinal
Dysfunction & Neuroinflammation Lab. Universidad de Coimbra en Portugal.

- Duracion: 3 meses, del 15 de Septiembre al 14 de Diciembre de 2017.

El motivo de la solicitud de una Estancia Breve en el marco del programa de formacion
del profesorado universitario (FPU) responde a que, en los ultimos afios, diferentes
autores han observado adelgazamiento en la retina de los pacientes con EA. En nuestros
estudios en humanos pudimos comprobar que no solo se producia un adelgazamiento en
la retina, sino que en pacientes con una EA leve existian diversas areas en las que se
objetivaba un engrosamiento de la retina en comparacion con los controles, cuando es
analizada con la OCT. Este engrosamiento se creia que podia ser debido a un proceso
inflamatorio microglial, en una etapa temprana de la EA, que precederia los procesos

neurodegenerativos.

Por tanto, el objetivo de la estancia consistid en comprobar en los ratones triple
transgénicos de EA (3xTgAD) con los que trabajaba el Prof. Francisco Ambrosio, del
Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences (IBILI), Facultad de Medicina,
Universidad de Coimbra en Portugal, las alteraciones retinianas de las poblaciones
microgliales Iba-1+ de la retina de este modelo animal comparandolos con los controles.
En este trabajo, se pretendia dar explicacion a las alteraciones de las capas de la retina
obtenidas mediante OCT en nuestros pacientes con EA. El fin era comprender mejor el
proceso de la neurodegeneracion retiniana en la EA, para encontrar un biomarcador
sencillo y en estadios tempranos, debido a la gran accesibilidad que tiene el examen de la

retina.

Como fruto de esta estancia son los resultados del capitulo 6.4 de esta Tesis Doctoral
y en estos momentos se estd escribiendo un articulo colaborativo entre las dos

instituciones (Universidad Complutense de Madrid y Universidad de Coimbra) para ser
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enviado a una revista internacional de alto indice de impacto.

PROGRAMA ESTATAL DE PROMOCION DEL TALENTO
Y SU EMPLEABILIDAD

CERTIFICADO DEL CENTRO RECEPTOR TRAS LA ESTANCIA BREVE O TRASLADO

TEMPORAL
CERTIFICATE OF STAY IN A FOREING INSTITUTION

1. Beneficiario/ Applicant: FPU13/01910, EST16/00024

Nombre y apéllidos/ Name: Elena Salobrar Garcia Martin

D.N.l/ National identity Card: 444026182

Centro de adscripcién de la beca/ Home Institucion: Instituto de Investigaciones Oftalmoldgicas
Ramoén Castroviejo. Facultad de Medicina. Universidad Complutense de Madrid

2. Centro en el que se ha realizado la estancia/ Host institution:

Nombre/ Name: Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences (IBILI). Faculty of Medicine.
University of Coimbra

Direccion/ Adress: Polo lIl - Health Sciences Campus. Azinhaga Santa Comba, Celas. 3000-548

Coimbra

Localidad/ Country: Coimbra, Portugal

3. Investigador responsable en el centro de la estancia/ Responsable person in the Host

Institucién/ Institution: Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences (IBILI).

Nombre/ Name: Anténio Francisco Rosa Gomes Ambrésio
7Ca"rbgo/ Post: In\)es'tigador Principal en el Institute for Biomedical Imaging and Life Sciences (IBILI), y

lider del Grupo ‘Retinal Dysfunction and Neuroinflammation Lab’

CERTIFICO:
que el becario arriba mencionado ha realizado una estancia en este centro en las siguientes
fechas: desde 15/ 09 /2017 hasta 14 / 12/ 2017

THIS IS TO CERTIFY:
that the above mentioned person has performed a stay in this Institution in the following dates:
From: 15/09/2017 To: 14/12/2017

Lugar y fecha: Coimbra, 14/12/2017
City and date:

Firma y Sello/ Signature & Stamp

MECD/SGU/DGPU. Programa nacional de ayudas de FPU. Certificado del centro receptor tras el traslado temporal o la estancia
breve.

L]
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10.6 Publicaciones cientificas derivadas de la Tesis Doctoral.

Este trabajo de investigacion comienza en el afio 2012. Se solicitd la ayuda predoctoral
de beneficiarios del subprograma de Formacion del Profesorado Universitario (FPU) del
Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte del Gobierno de Espana, en la convocatoria
del afno 2013 en el area de Medicina Clinica y Epidemiologia, la cual tuvo la resoluciéon

positiva el 22 de Agosto de 2014, con el codigo FPU13/01910.

El contrato predoctoral FPU comenzdé el 15 de Septiembre de 2014 y terminé el 4 de
Enero de 2019. La prorroga de 4 meses es debida a una baja por maternidad de Octubre

de 2015 a Febrero de 2016.

A continuacion se detallan las publicaciones y contribuciones a congresos que han dado

lugar esta Tesis Doctoral, asi como los premios obtenidos y la estancia de investigacion.

Publicaciones surgidas de los resultados de la tesis doctoral

1. ES Garcia-Martin, B. Rojas, Al Ramirez, R. de Hoz, JJ. Salazar, R.Yubero, P.
Gil, A. Trivino, JM. Ramirez.
“Macular thickness as a potential biomarker of mild Alzheimer’s Disease”.
Ophthalmology. Volume 121, Issue 5, Pages 1149-1151.e3, May 2014
http.//dx.doi.org/10.1016/i.ophtha.2013.12.023. Indice de impacto: 5.563, Q1

2. E. Salobrar-Garcia, R. de Hoz, B. Rojas, Al. Ramirez, JJ. Salazar, R. Yubero,
P. Gil, A. Trivifio, JM. Ramirez
“Ophthalmologic Psychophysical Tests Support OCT Findings in Mild
Alzheimer’s Disease”. Journal of Ophthalmology. 2015, Volume 2015,
Article ID 736949, 10 pages. http://dx.doi.org/10.1155/2015/736949. Indice
de impacto: 1.684, 03

3. E. Salobrar-Garcia, 1. Hoyas, M. Leal, R. de Hoz, B. Rojas, Al. Ramirez, JJ.
Salazar, R. Yubero, P. Gil, A. Trivino, JM. Ramirez.
“Analysis of Retinal Peripapillary Segmentation in Early Alzheimer’s
Disease Patients”. BioMed Research International. 2015, Volume 2015,
Article ID 636548. http://www.hindawi.com/journals/bmri/aa/636548 Indice
de impacto: 2.149, 03

4. YM. Garcia, C. Lostao, E. Salobrar-Garcia, L. Jafiez Escalada, JM. Ramirez.
“Analisis topogrdfico del polo posterior maculopapilar en pacientes con

enfermedad de Alzheimer leve”. Revista Complutense de Ciencias
Veterinarias, 2017, 11 (1), p: 212-217.


http://dx.doi.org/10.1016/j.ophtha.2013.12.023
http://dx.doi.org/10.1155/2015/736949
http://www.hindawi.com/journals/bmri/aa/636548
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Publicaciones surgidas de la busqueda bibliografica para esta tesis
doctoral, incluidas en los capitulos introduccion y discusion

1. E. Salobrar-Garcia, Al. Ramirez, R. De Hoz, P. Rojas, JJ. Salazar, B. Rojas,
R. Yubero, P. Gil, A. Trivifio and JM. Ramirez.
“The Impact of the Eye in Dementia: The Eye and Its Role in Diagnosis and
Sfollow up” En: Update on dementia. 2016. Chapter 15. In Tech. 2016 ISBN 978-
953-51-4833-3. http://dx.doi.org/10.5772/64490
Retrieved from  http://www.intechopen.com/books/update-on-dementia/the-
impact-of-the-eye-in-dementia-the-eye-and-its-role-in-diagnosis-and-follow-up

2. Al Ramirez, R. de Hoz, E. Salobrar-Garcia, JJ. Salazar, B. Rojas, D. Ajoy, L.
Loépez-Cuenca, P. Rojas, A. Trivifio; JM. Ramirez.
“The role of microglia in retinal neurodegeneration: Altheimer’s disease,
Parkinson, and Glaucoma” Front. Aging Neurosci. 2017 doi:

10.3389/fnagi.2017.00214. Indice de impacto: 4.504; Q1 (7/49).

3. JA Fernandez-Albarral* E. Salobrar-Garcia*, R. Martinez-Paramo, Al.
Ramirez, R. de Hoz, JM. Ramirez, JJ. Salazar.
“Retinal glial changes in Alzheimer’s Disease. A review”. Journal of Optometry.
2018. Oct 27. pii: S1888-4296(18)30080-3 DOI: 10.1016/j.0ptom.2018.07.001
* Ambos autores contribuyen por igual.


http://dx.doi.org/10.5772/64490
http://www.intechopen.com/books/update-on-dementia/the-impact-of-the-eye-in-dementia-the-eye-and-its-role-in-diagnosis-and-follow-up
http://www.intechopen.com/books/update-on-dementia/the-impact-of-the-eye-in-dementia-the-eye-and-its-role-in-diagnosis-and-follow-up
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10.7 Comunicaciones en congresos con resultados obtenidos

durante la realizacion de la tesis doctoral.

CONGRESOS INTERNACIONALES

2013 y 2014-2015 (Primer afio contrato predoctoral)

1.

ES. Garcia-Martin, B Rojas, R de Hoz, R Yubero, P Gil, J]M Ramirez
“Contrast sensitivity in patients with Alzheimer’s dementia in initial stages”

(Comunicacion oral)

IIT Congreso Internacional de la Sociedad de Investigacion de retina y Ciencias de
la vision (SIRCOVA) 2013. Valencia. 6-8 Junio 2013

Abstract publicado en: Ophthalmic Res 2013;50: 29

Primer premio a la mejor comunicacion de Investigacion Clinica

ES. Garcia-Martin, R de Hoz, B Rojas, R Yubero, P Gil, J]M Ramirez
“Macular nerve fiber layer measurement in initial Alzheimer’s Disease through

optical coherence tomography” (Comunicacion oral)

Joint European Research Meeting in Ophthalmology and Vision. European
Association for Vision and Eye Research (EVER-2013). Nice (Francia). 18-21
Septiembre 2013

Abstract publicado en: Acta Ophthalmologica; 2013; 91 (Suppl 252): 0

ES. Garcia-Martin, B Rojas, R de Hoz, R Yubero, P Gil, J]M Ramirez
“Relevance of contrast sensitivity for the diagnosis and monitoring of
Alzheimer’s Disease in initial stages” (Comunicacion en panel)

Joint European Research Meeting in Ophthalmology and Vision. European
Association for Vision and Eye Research (EVER-2013). Nice (Francia). 18-21
Septiembre 2013

Abstract publicado en: Acta Ophthalmologica; 2013; 91 (Suppl 252): 0

ES. Garcia-Martin, R de Hoz, B Rojas, R Yubero, P Gil, J]M Ramirez
“Disminucion del espesor macular en los pacientes con Enfermedad de
Alzheimer leve medido con Tomografia de Coherencia Optica” (Comunicacién
oral).

OPTOM 2014. 23° Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica
Oftalmica. Madrid. (Espafia) 4-6 Abril 2014

Premio especial a la mejor comunicacion cientifica presentada

ES. Garcia-Martin; R. de Hoz, B. Rojas; P. Gil; R. Yubero; A. Trivifio; JM.
Ramirez

“Usefulness of ophthalmology psychophysical test for diagnosis and monitoring
support in Mild Alzheimer’s Disease” (Comunicacion en panel)



ANEXOS

Joint European Research Meeting in Ophthalmology and Vision. European
Association for Vision and Eye Research (EVER-2014). Nice (Francia). 1-4
Octubre 2014 Abstract publicado en: Acta Ophthalmologica; 2014 92: 0. doi:
10.1111/5.1755-3768.2014.3675.x. Seleccionado para la sesion especial de
Rapid fire

6. ES. Garcia-Martin; B. Rojas; R. de Hoz; Al. Ramirez; JJ Salazar; P. Gil; JM.
Ramirez
“Predictability of Visual Function Tests in the Alzheimer’s

Neurodegeneration.” (Comunicacion oral).

IV Congreso Internacional de la Sociedad de Investigacion de retina y Ciencias
de la vision (SIRCOVA) 2014. Valencia. 7-8 Noviembre 2014

Abstract  publicado  en:  Ophthalmic = Res  2014;  52:175-197.
DOI:10.1159/000369084.

2016 (Segundo aiio contrato predoctoral)

7. E. Salobrar-Garcia, Irene Hoyas, Blanca Rojas, Ana I Ramirez, Rosa de Hoz,
Juan J Salazar, Pedro Gil, Raquel Yubero, Alberto Trivifio, Jose M Ramirez
“Variabilidad del espesor peripapilar de la retina en enfermedad de Alzheimer

leve medido mediante OCT” (Comunicacion oral).
OPTOM 2016. 24° Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica
Oftalmica. Madrid. (Espafia) 8-10 Abril 2016.

8. Elena Salobrar-Garcia, Rosa de Hoz, Juan J Salazar, Blanca Rojas, Ana I
Ramirez, Pedro Gil, Raquel Yubero, Alberto Triviiio, Jose M Ramirez
“Los test optométricos psicofisicos apoyan los hallazgos de adelgazamiento
en la retina observados mediante tomografia de coherencia optica en
pacientes con Alzheimer leve” (Comunicacion oral).
OPTOM 2016. 24° Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica
Oftalmica. Madrid. (Espafia) 8-10 Abril 2016.

9. Elena Salobrar-Garcia, Irene Hoyas, Mercedes Leal, Rosa de Hoz, Pedro Gil,
Raquel Yubero, Jose M Ramirez
“Early changes in neuroretinal rim in mild Alzheimer’s Disease’

(Comunicacion oral).
V Congreso Internacional de la Sociedad de Investigacion de retina y Ciencias de
la vision (SIRCOVA). Valencia. 30 de Junio a 2 de Julio de 2016

Premio a la mejor comunicacion

9

10. E. Salobrar-Garcia; M. Leal; I. Hoyas; JJ. Salazar; Al. Ramirez; R. de Hoz; B.
Rojas; P. Gil; R. Yubero; A. Trivifio; JM. Ramirez
“Early changes in mild Altheimer’s Disease in the neuroretinal rim
segmentation” (Comunicacion en panel)
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11.

European Association for Vision and Eye Research (EVER 2016). Nice (Francia).
5-8 Octubre 2016

E. Salobrar-Garcia; Y. Garcia; C. Lostao; L. Janez; R. de Hoz; B. Rojas; JJ.
Salazar; Al. Ramirez; P. Gil; R. Yubero; A. Trivifio; JM. Ramirez
“Maculopapillary analysis in the posterior pole in patients with mild

Alzheimer’s disease” (Comunicacion en panel).
European Association for Vision and Eye Research (EVER 2016). Nice (Francia).
5-8 Octubre 2016

2017 (Tercer afio contrato predoctoral)

12.

E. Salobrar-Garcia, L. Hurtado, I. Lopez-Cuenca, R. de Hoz, J.J. Salazar, A.L
Ramirez, R. Yubero, P. Gil, J. M. Ramirez

“Assessment of the visual acuity, contrast sensitivity, color vision and visual
integration in the Alzheimer’s disease progression according to the scale GDS”
(Comunicacion en panel)
European Association for Vision and Eye Research (EVER 2017). Nice (Francia).
27-30 Septiembre 2017. Publicado como abstract en Acta Ophthalmologica, 2017,
vol. 95, no S259.

2018 (Cuarto aiio contrato predoctoral)

13.

14.

15.

E. Salobrar-Garcia, L. Hurtado, I. Lépez-Cuenca, R. de Hoz, Al. Ramirez, JJ
Salazar, R. Yubero P. Gil, JM. Ramirez.
“Empeoramiento de la agudeza visual, sensibilidad al contraste, vision de color

e integracion visual en la progresion de la Enfermedad de Alzheimer”
(Comunicacion oral).

OPTOM 2018. 25° Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica
Oftalmica. Madrid. (Espafia) 13-15 Abril 2018.

JA. Fernandez-Albarral, E. Salobrar-Garcia, Al. Ramirez, R. de Hoz, R.
Martinez, JM Ramirez, JJ Salazar.
“Papel de la glia retiniana en la Enfermedad de Alzheimer”

OPTOM 2018. 25° Congreso Internacional de Optometria, Contactologia y Optica
Oftalmica. Madrid. (Espafia) 13-15 Abril 2018.

E. Salobrar-Garecia, I. Lopez-Cuenca, R. de Hoz, R. Yubero, P. Gil, IM.
Ramirez.
“OCT changes in the progression of Alzheimer’s Disease” (Comunicacion

oral).
SIREV 2018. VI International Congress of Research in Retina and Vision.
Universidad Complutense de Madrid. Madrid. 29-30 Junio 2018.
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Publicado como abstract en Ophthalmic Res. 2018 Jun 27. doi:
10.1159/000490556
Premiado con la 1* Mencion de Honor en Investigacion Clinica.

16. R. Vazirani Ballesteros, C. Amarante Cuadrado, E. Salobrar-Garcia, J.M.
Ramirez.
“Retinal Vascular Parameters on Alzheimer’s Early Diagnosis and the
Promising OCT Angiography” (Comunicacion oral).
SIREV 2018. VI International Congress of Research in Retina and Vision.
Universidad Complutense de Madrid. Madrid. 29-30 Junio 2018.
Publicado como abstract en Ophthalmic Res. 2018 Jun 27. doi:
10.1159/000490556

17. E. Salobrar-Garcia, R. de Hoz, JJ. Salazar, Al. Ramirez, I. Lépez-Cuenca, R.
Yubero, P. Gil, JM. Ramirez
“Changes in the retina in the evolution of Alzheimer’s Disease” (Comunicacion

en panel)

European Association for Vision and Eye Research (EVER 2018). Nice (Francia).
4-6 Octubre 2018.

Publicado como abstract en Acta Ophthalmologica, 2018.

CONGRESOS NACIONALES

2013 y 2014-15 (Primer afio contrato predoctoral)

18. ES. Garcia-Martin
“Exploracion oftalmologica en pacientes con deterioro cognitivo y demencia
incipiente” (Comunicacion oral).
XI Simposio de Oftalmologia Geriatrica “Enfermedades Neurodegenerativas y
Vision” 2013. Instituto de Investigaciones Oftalmologicas Ramén Castroviejo.
Universidad Complutense de Madrid. Facultad de Medicina. Madrid.

19. ES. Garcia-Martin, B Rojas, R de Hoz, R Yubero, P Gil, JM Ramirez
“Anadlisis de la capa de fibras de retina mediante tomografia de coherencia
optica en pacientes con enfermedad de Altheimer en estadio inicial”
(Comunicacion en panel).
55 Congreso de la Sociedad Espaiola de Geriatria y Gerontologia. Valencia. 12-
14 Junio 2013. Abstract publicado en: Rev Esp Geriatr Gerontol. 2013; 48 (Espec
Cong):1-36 (p-006).

20. ES. Garcia-Martin, R de Hoz, B Rojas, R Yubero, P Gil, J]M Ramirez
“Estudio de la sensibilidad al contraste en pacientes con Alzheimer en estadios
iniciales” (Comunicacion en panel)
55 Congreso de la Sociedad Espafiola de Geriatria y Gerontologia. Valencia. 12-
14 Junio 2013
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21.

22.

23

24.

25.

26.

Abstract publicado en: Rev Esp Geriatr Gerontol. 2013; 48(Espec Cong): 1-36 (p-
239).

ES. Garcia-Martin.

“Medida de la capa de fibras nerviosas de retina en Enfermedad de Alzheimer
leve mediante tomografia de coherencia optica” (Comunicacion oral).

Jornada RETICS. Reunion Intergrupal OFTARED. Universidad de Murcia.
Murcia (Espaifa). 18 de Diciembre 2013.

ES. Garcia-Martin, B. Rojas, R. De Hoz, P. Gil, R. Yubero, J.M. Ramirez
Sebastian

“Métodos de examen en oftalmologia para apoyo del diagndstico y seguimiento
en EA leve” (Comunicacion oral).

56 Congreso de la Sociedad Espafiola de Geriatria y Gerontologia. SEGG 2014.
Barcelona. 21-23 de Mayo de 2014. Abstract publicado en: Rev Esp Geriatr
Gerontol. 2014; 49 (Espec Cong): 1-37 (CO-011)

. ES. Garcia-Martin; B. Rojas; R. de Hoz, Al. Ramirez; JJ. Salazar; P. Gil; R.

Yubero; A. Trivino; JM. Ramirez

“Alteracion morfologica y funcional de la retina en Enfermedad de Alzheimer
leve” (Comunicacion oral).

I Jornadas de Investigacién Integral en Ciencias Omicas y Estilo de Vida
(JICOVA 2014). Facultad de Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia.
Valencia 11-13 de Junio de 2014

Premio Prof. Antonio Sabater a la mejor comunicacion oral

ES. Garcia-Martin; A. Trivifio; B. Rojas; R. de Hoz, P. Gil; R. Yubero; JM.
Ramirez

“Uso de la OCT macular como apoyo al diagnostico en la Enfermedad de
Alzheimer en estadios iniciales” (Comunicacion en panel).

90 Congreso de la Sociedad Espafiola de Oftalmologia. Bilbao. 1-4 de Octubre de
2014.

ES. Garcia-Martin
“Afectacion visual en la Enfermedad de Alzheimer” (Comunicacion oral)

Conferencia invitada
Jornadas sobre Alzheimer y otras demencias. Puebla de la Calzada (Badajoz). 26-
28 Noviembre 2014.

E. Salobrar-Garcia Martin

“:Se pueden detectar cambios en la funcion oftalmologica de todas las
enfermedades neurodegenerativas?” (Comunicacion oral)

Conferencia invitada

X Curso de Glaucoma de Algeciras. Algeciras (Cadiz). 20-21 Marzo 2015.
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27. E. Salobrar-Garcia Martin
“Innovaciones diagndsticas en oftalmologia de Enfermedad de Alzheimer,

Enfermedad de Parkinson” (Comunicacion oral)

XII Simposio de Oftalmologia Geriatrica. Innovaciones diagndsticas y
terapéuticas en la patologia ocular mas frecuente del anciano. Universidad
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Macular Thickness as a Potential
Biomarker of Mild Alzheimer’s Disease

[

Although several postmortem findings in the retina of patients with
Alzheimer's disease (AD) are available,' new biomarkers for early
diagnosis and follow-up of AD are still lacking. It has been postu-
lated that the defects in the retinal nerve fiber layer (RNFL) may be the
earliestsign of AD), even before damage to the hippocampal region that
affects memory.” This fact may reflect retinal neuronal-ganglion cell
death and axonal loss in the optic nerve in addition to aging.

Changes in longitudinal optical coherence tomography (OCT)
measurements of RNFL can act as a surrogate marker of axonal
health, making OCT an invaluable tool for measuring axonal loss
as a biomarker.” The goal of this study was to examine the
thickness of the macular and peripapillary RNFL. with OCT to
determine the most predictive area affected i patients with mild
AD, Geriatric Depression Scale-4, Reisberg scale, and make
comparisons using normal subjects.

Twenty patients with mild AD and 28 age-matched control
subjects from the Geriatric Unit in the Hospital Clinico San Carlos,
Madrid, Spain, were studied. The AD patients met the criteria for
AD according to the National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke—Alzheimer's Disease and
Related Disorders Association and the Diagnostic and Statistical
Mannual of Mental Disorders IV, having mild cognitive impairment
according to the Clinical Dementia Rating scale. Informed consent
was obtained from both groups. The research followed the tenets of
the Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by the
local ethics committee.

The inclusion criteria for patients were: being free of ocular disease
and systemic disorders affecting vision; best-comected visual acuity
{BCVA) of 20/40); +5 spherocylindrical refractive error; and intraoc-
ular pressure of <20 mmHg. All the subjects underwent a complete
ophthalmologic examination, including visual acuity, refraction,
anfterior and posterior segment biomicroscopy, intraocular pressure
measurement, dilated fundus examination, and OCT. The RNFL
thickness and macular thickness were measured by OCT Model 3D
OCT-1000 (Topcon, Japan) afier pupil dilatation. The analysis area
was centered manually and the absence of segmentation errors was
confirmed for each scan. One eye of each patient assigned at ramdom
was analyzed. In the peripapillary area the average thickness (360°)
and the temporal (316°—45%), superior (46°—135"), nasal
(136°—2257), and inferior (226°—315°) quadrant thicknesses were
evaluated. Macular RNFL thickness data were displayed in 3
concentric rings centered in the foveola, distributed as follows: A
central macular ring, 1 mm from the fovea; an inner macular ring, 3
mm from the fovea; and an outer macular ring, 6 mm from the fovea.
The inner and outer rings were each divided into 4 quadrants (superior,
inferior, nasal, and temporal (Fig 1).

The data are reported as mean values + standard deviations.
The differences between groups were analyzed using the Mann—
Whitney U test. Sensitivity at 90% specificity and receiver operating
characteristics (ROCs) analysis for discriminating between healthy
and mild AD patients were calculated for the RNFL thickness in all
the areas studied. Data were processed in a SPSS 19.0. P < 0.05 was
considered statistically significant.

There were no statistically significant differences in age or
gender between the groups. The Mini-Mental State Examination
(MMSE) scores in mild AD patients significantly decreased in
comparison to control subjects. All the patients had MMSE values
of >17 (Table 1; available at www.aaojournal.org).

OCT. Compared with controls, in patients with mild AD:
(1) the thickness values for the central ring and the 4 inner quad-
rants were significantly decreased (P <0.05); (2) the RNFL
thickness of the outer macular quadrants were diminished; (3) only
the values of the outer temporal quadrant were significantly lower
(P < 0.05); (4) the total macular volume was significantly reduced
(P<0.05); (5) peripapillary RNFL-thickness values and signal
strength did not differ between groups (P>005; Fg 2A-D;
Table 2; available at www.aaojournal.org).

ROCs Curves. A significant relationship was found between
the central and inner macular RNFL thickness in all areas. The
analysis of the ROCs curves showed that, for AD, the RNFL
thickness in the central and inner macular quadrants had the widest
areas under the ROCs curves for all the parameters analyzed
(0.743—0.771; P <0.05). The mmer superior quadrant had the
strongest correlation (r = 0.821; P <0.01) followed by inner
temporal quadrant (r = 0.806; P < 0.01). With respect to the total
macular area, the analysis revealed a strong correlation (r = 0.742;
P <0.01; Fig 2E-H; available at www aaojournal org).

Widespread axonal degeneration in the optic nerve had been
found both in postmortem and in vivo studies of AD patients. “n
the present study, our mild AD patients, compared with a control
group, had a statistically significant decrease in RNLF thickness, of
some macular regions and in the total macular volume. These data
are consistent with histopathologic studies'” demonstrating a
decrease of 25% of neurons in the ganglion-cell layer of the
macula; the greatest decrease being detected in the temporal region
of the fovea (52%).”

The first reports on refinal involvement in AD stated that retinal
alterations occur as a consequence of a retrograde pathway.
However, it has recently been reported that neuroinflammation
induced by beta-amyloid-, APP- and tan deposits in the RGC- and
IPL layers could be causing direct retinal degeneration that may
account, at least in part, for the OCT alterations reported here. On
the other hand, the macular region contains the highest RGC
concentration of the retina, among which parvocellular RGC is the
predominant cell type. Notably, psychophysical exploration of the
parvocellular pathway are affected in AD."”

Our data showed values for the macular RNFL thickness and
total macular volume measured by OCT to have highly significant
sensitivity and specificity for differentiating mild AD patients from
healthy subjects. The most sensitive area was the superior inner
macula, followed by the temporal inner macula, with ROCs values
of 85% and 80%, respectively. Thus, according to our data, the
superior inner macular RNFL thickness seems to have the highest
diagnostic value in AD neurodegeneration. To our knowledge, this
is the first available report on the area of the central retina that has a
higher predictive ability in mild AD patients. Further studies to
confirm this preliminary data are needed.

In comparison with other studies on histopathology and on
RNFL analysis by OCT in AD, our patients had: (1) similar mean
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Figure 1. Retinal nerve fiber layer thickness analysis (RNFL). Oprical coherence tomography (OCT) study. (A) Peripapillary OCT. Upper left: Peri-
papillary retinography with a green circle marking the retinal tissue considered for analysis. Upper right: diagram of the peripapillaty quadrants analyzed:
temporal quadrant (3167 to 457), superior quadrant (46° to 1357), nasal quadrant (136° to 225°), inferior quadrant (2267 to 3157). Bottom: retinal b-scan
and diagram of thickness normality. (B) Macular OCT. Upper left. Central retinography with a green square marking the retinal tissue considered for
analysis. Upper right: diagram showing the concentric rings and quadrants considered for analysis of the macular RNFL thickness and measurements
automatically provided by the analyser. Bottom: retinal b-scan of the macula. ETDRS = Early Trearment Diabetic Retinopathy Study.

1150




PUBLICACIONES CIENTIFICAS

Repmts

age values, so differences in OCT findings seems not to be
attributable to aging and, (2) higher mean MMSE values seem to
indicate that they are taking place in early stages of AD.

Based on our data, we propose that the first affected area of
the retina in mild AD may be the macular area. As the neuro-
degeneration progresses, a significant decline in peripapillary
RNFL thickness becomes apparent. However, whether or not the
macula is really the first area involved in early AD, or simply the
first place with enough RGCs to discern an effect deserves further
investigation.

‘We suggest that with OCT we can detect consistent macular
changes that can be of significant value for evaluating AD patients.
The retina, being part of the central nervous system and offering
easy accessibility, encourages its use as a potential biomarker for
AD diagnosis and progression.
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LAPTOP Study: A 24-Month Trial of
Verteporfin Versus Ranibizumab for
Polypoidal Choroidal Vasculopathy

Age-related macular degeneration {AMD) is a leading cause of
vision loss in developed countries. Polypoidal choroidal

vasculopathy (PCV) is a subtype of AMD characterized by poly-
poidal lesions and a branching vascular network visualized with
indocyanine green angiography. Although the first-line treatment
for AMD is well-established, the optimal treatment for PCV can
differ from that of AMD and remains under debate.’

The administration of anti-vascular endothelial growth factor
(VEGF) agents such as ranibizumab or aflibercept is the mainstay of
the treatment of AMD. Meanwhile, the use of photodynamic therapy
(PDT) alone or in combination with anti-VEGF agents is sometimes
favored for patients with PCV because PDT efficiently induces
regression of polyps that should be beneficial for long-term
outcome.” Although the previous randomized study (EVEREST
study) compared the use of ramibizumab and PDT for the
treatment of PCV and concluded that PDT is more effective than
ranibizumab in achieving regression of pulyps," the visual
outcome was better in the ranibizumab monotherapy arm than in
the PDT arm despite the lack of statistical power. Thus, no clear
evidence exists for the treatment that yields the best visual outcome.

To address the issue, we conducted a 24 -month trial: Ranibizu-
mab (Lucentis) And Photodynamic Therapy On Polypoidal
choroidal vasculopathy (LAPTOP) study and compared the vision-
enhancing effect of ranibizumab and PDT in PCV. At 12 months,
ranibizumab yielded a better visual outcome than did PDT." We have
now completed the 24-month study and report the results herein.

The methods used for the LAPTOP study have been reported
previously.’ Institutional review board/ethics committee approval
was obtained at each institution. The study design adhered to the
tenets of the Declaration of Helsinki and guidelines of Japanese
Ministry of Health, Labor, and Welfare. Patients provided written,
informed consent for participating in the study. The trial was
registered with the Japan Medical Association Center for Clinical
Trials on 2009-06-22 (ID: IMA-IIA0O0028). We randomized 97 pa-
tients with treatment-naive PCV to either PDT or ranibizumab. In the
PDT arm, we performed standard verteporfin PDT at baseline and
applied retreatment when persistent fluorescein leakage was noted.
In the ranibizumab arm, we performed 3 monthly intravitreal in-
jections of ranibizumab 0.5 mg and additional treatments were given
based on retreatment criteria as suggested in the previous study” (Fig
1, available at www.aaojournal.org).

Two patients in each arm did not complete the initial 3-month
treatment and were excluded from the analysis. Mean numbers of
treatment in ranibizumab arm were 4.4 and 1.4 times in the first and
the second years, respectively. The numbers in PDT arm were 1.8
and 0.4 times, respectively. Approximately 20% of the patients
switched or discontinued treatment. The main reason for switching
treatment was refractoriness to the initial treatment. Three patients
in the ranibizumab arm wanted to discontinue or switch to PDT
because of treatment burden. Four patients in the PDT arm
switched to ranibizumab owing to the development of massive
subretinal hemorrhage or type 2 choroidal neovascularization or
they received vitrectomy owing to the development of vitreous
hemorrhage or vitreomacular traction syndrome. We applied
intention-to-treat analysis for these patients and the last observation
carried forward approach was used for missing data.

The 24-month visual and anatomic course is shown in Figure 2
(available at www.aaojournal.org). Whereas patients in the
ranibizumab arm showed visual gain compared with the baseline
at several time points, patients in the PDT arm did not show
improvement in vision. Baseline and final logarithm of minimum
angle resolution (logMAR) was 0.484+0.27 and 0.40+0.37 in the
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Table I. Demographic and Clinical Data of the Study Groups

Variable AD (n = 20) Control (n = 28) P
Age (y), mean + SD 79.34+4.1 21451 0.274
Gender 0.874
Male 8 9
Female 12 19
Race Caucasian Caucasian
MMSE (mean = SD) 23.7£3.3 28.142.1 0.009*

AD = Alzheimer's disease; MMSE = Mini-Mental State Examination;
SD = standard deviation.
*P < 0.01.
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Table 2. RNFL Thickness and Total Macular Volume

Retinal area of study AD group (mean = SD} Control group (mean + SD) 9% RNFL decrease P
Foveal thickness (pm) 22124216 243.7424.8 9.24 0.015*
Inner macular quadrant (Um)

Superior area 2834=£11.1 294.9+18.1 391 0.002*
Inferior area 279.8+18.1 295.84+13.5 540 0.002+*
Nasal area 285.6+17.2 300.1+15.1 4.83 0.007*
Temporal area 273.1£12.7 185.2+14.6 4.22 0.002*
Outer macular quadrane (um}
Superior area 24544125 252.1+13.7 2.65 0.084
Inferior area 24284174 245.2413.9 0.99 0.531
Nasal area 263.7+12.1 267.5+19.1 141 0.110
Temporal area 228.0£18.8 238.54+12.3 443 0.009*
Peripapillary thickness (um}
Superior area 1014+16.5 102.2+10.8 0.77 0.404
Inferior area 110.8£11.1 111.8£10.8 0.83 0.353
Nasal area 70.5+12.8 723£10.6 2.01 0.283
Temporal area 71.8£12.5 706116 —1.67 0.616
Toral macular volume (cubic mm) 7.1+ 03 73403 9.34 0.024%
Signal strength
Macula 70.83£10.68 72.57+6.11 0.551
Peripapillar 74854861 73.13+7.07 0.503

AD = Alzheimer's disease; RNFL = retinal nerve fiber layer; SD = standard deviadion,
*P < 0.05.
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Purpose. To analyze in mild Alzheimer’s disease (MAD) patients, GDS-4 (Reisberg Scale), whether or not some psychophysical
tests (PTs) support OCT macular findings in the same group of MAD patients reported previously. Methods. Twenty-three MAD
patients and 28 age-matched control subjects with mean Mini Mental State Examination of 23.3 and 28.2, respectively, with no
ocular disease or systemic disorders affecting vision were included. Best-corrected visual acuity (VA), contrast sensitivity (CS) (3,
6, 12, and 18 cpds), color perception (CP), and perception digital test (PDT) were tested in one eye of each patient. Results. In
comparison with the controls, MAD patients presented (i) a significant decrease in VA, PD', and CS for all spatial frequencies
analyzed, especially the higher ones, and (i) a significant increase in unspecific errors on the blue axis (P < 0.05 in all instances). In
MAD patients, a wide aROC curve was plotted in all P'Ts. Conclusions. In MAD, CS, VA, and the tritan axis in CP were impaired. The
PTs with the greatest predictive value are the higher spatial frequencies in CS and tritan unspecific errors in CP. PT abnormalities

are consistent with the structural findings reported in the same MAD patients using OCT.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder of
the central nervous system characterized by cortical atrophy
most pronounced in the medial temporal and posterior tem-
poroparietal regions [1]. Disturbances of short-term memory,
judgment, and emotion are characteristic of the disease.

As an extension of the central nervous system, the
retina displays similarities to the brain in terms of anatomy,
functionality, response to insult, and immunology [2-4].
Furthermore, the retina presents manifestations of major
neurodegenerative diseases, and it has been argued that
several ocular diseases should be viewed as forms of neu-
rodegenerative disorders [2]. This unique property makes the
retina a valuable tool for in vive visualization and study of
retinal changes.

‘The first histopathologic evidence of postmortem retinal
changes from AD patients was reported by Hinton et al., who
found a significant axonal degeneration in the optic head
nerve [5]. Further studies have demonstrated that a decrease
in retinal ganglion cell numbers was associated with an array
of intracellular injuries [6]. The analysis on the distribution
of neuronal loss in the retina by Blanks et al. showed that the
most pronounced areas of cell loss in the ganglion cell layer
(GCL) were the superior and inferior retinal quadrants [7]
and there was an extensive loss of RGC in the temporal foveal
region [8]. These findings have been corroborated using the
Optical Coherence Tomography (OCT), demonstrating the
decrease of the RNFL and the macular thickness [9-16], even
in early stages of mild cognitive impairment [12, 17-19].

Currently it is thought that RGC loss in AD might result
from amyloid pathology in the retina. Both amyloid-beta
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plaques and oligomers have been reported in the human
retina [4, 20-25]. Therefore, amyloid accumulation in the
retina of patients with AD may result in the degeneration of
RGCs in parallel with amyloid-beta-related neurodegenera-
tion in the brain [25]. However, retinal findings in AD could
be also due to retrograde degeneration of RGCs secondary
to AD pathology in the central visual pathways, given that
Al patients show degeneration of the primary and secondary
visual cortex [26].

In addition to the anatomical findings in AD patients, this
disease can exert an impact on most aspects of visual pro-
cessing, such as visual field abnormalities [27-29], color per-
ception deficits [30--32], pattern electroretinogram changes
[11, 33, 34], and reduced contrast sensitivity (CS) [35-38].

The M visual pathway appears to be particularly vul-
nerable to degeneration in AD [26]. Thus, degeneration of
RGCs and/or visual pathways in the brain may underlie the
functional deficits in CS seen in patients with AD [29]. C8
function in humans diminishes with changes in the retina,
the optic nerve, and lesions of the occipital, temporal, and/or
parietal cortices {39].

Psychophysical investigations of C8 in AD patients have
rendered results consistent with the neuropathological evi-
dence. However, studies of C§ in patients with AD have
vielded variable results. Sorne studies have reported no AD-
related deficits in spatial CS [40, 41), while others have found
deficits at all spatial {requencies tested [42].

OCT macular studies in AD by our group and others have
recently reported that mild AD (MADY) patients with a high
mean score{23.3+3.1) on the Mini Mental State Examination
{MMSE) had significantly reduced macular nerve fiber layer
thickness with or without significant peripapillary involve-
ment [9, 43, 44]. In the present study, to analyze whether
these anatomical features coexist with alterations in the
visual functional state in MAD patients, we include the same
patients from the previous work [9]. To examine the visual
pathway in this homogeneous group (in terms of disease
stage) of MAD, we performed different psychophysical tests,
specifically visual acuity (VA), CS, color perception, and
perception digital test (PIYT). The results are compared with
those of ap age-matched control group in order to (i) improve
our understanding on how the visual pathway works in MAD
and (ii) determine whether or not these tests support early
macular findings on OCT in MAD.

2. Materials and Methods

2.1 Subjects. To select patients, we reviewed the Database
of the Memory Unit of the Hospital Clinico San Catlos
in Madrid (Spain), consisting of a total of 2635 patients,
First, we excluded the patients with a Global Deterioration
Scale (GDS) over 4 [45] and then those with a mood or
psychiatric disorder. Next, we took into account 87 patients
with MAD. These patients, according to the National Institute
of Neurological and Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association and
the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
IV, had mild cognitive impairment according to the Clinical
Dementia Rating Scale. Then ophthalmic medical records
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of these patients were reviewed, excluding those patients
who were previously diagnosed with an ophthalmic condi-
tion. After this analysis, 29 patients with AD had all the
requirements to participate in the study (GDS over 4 and
freedom of ocular disease and systemic disorders affecting
vision in their medical record). Of the 29 MAD patients
and 37 age-matched control subjects selected (normal MMSE
scores), 6 MAD patients and 9 age-matched control subjects
were subsequently excluded due to posterior pole pathol-
ogy including macular degeneration, drusen, suspicion of
glaucoma, glaucoma, epiretinal membrane, or cataract that
prevented ocular examination. Because of this selection, 23
patients with MAD and 28 age-matched control subjects were
considered for the study. Informed consent was obtained
from both groups. The research followed the tenets of the
Declaration of Helsinki, and the protocol was approved by the
local ethics committee.

2.2, Methods. The clinical evaluation of our MAD included
a review of the medical records, a caregiver interview,
physical and neurological examinations, a psychometric test,
neuroimaging techniques, and routine laboratory testing for
dementia.

For the ophthalmological part of the study only one eye of
each patient was analyzed. All participants met the following
inclusion criteria: being free of ocular disease, AREDS Clini-
cal Lens Standards <2, retinal drusen and systemic disorders
affecting vision, having a best-corrected VA of 20/40, having a
+5 spherocylindrical refractive error, and having intraocular
pressure of less than 20 mmHg. For screening, all AD patients
and control subjects underwent a complete ophthalmologic
examination, including assessment of VA, refraction, ante-
rior segment biomicroscopy, applanation tonometry (Perkins
MKII tonometer, Haag Streit, Reliance Medical, Switzerland),
CS test CSV-1000L (VectorVision, Greenville, O, USA),
Roth 28-hue color test (Luneau, Paris, France), PDT [46],
and dilated fundus examination. In the dilated fundus exam-
ination, no differences were found between MAD patients
and age-matched control subjects. These tests were selected
considering that in this developmental stage of the disease
the results were not influenced by the patient’s cognitive
impairment.

2.3. Visual Acuity. Monocular best-corrected distant VA was
determined using a standard clinical Snellen eye chart. The
correction was based on the subjective refraction of the
subject. The patients started to read cach row from the top
of the Snellen eye chart and proceeded toward the bottom.
This was ended when the hit rate was less than five of
eight (an approximation to 56.25%, the steepest point of the
psychometric acuity function).

2.4. Contrast Sensitivity Function. The CS test was performed
under the same conditions for all the patients and with
the CSV-1000E system (VectorVision, Greenville, OH, USA)
and in the presence of best-corrected VA for far vision. The
CSV-1000E test provides a fluorescent luminance source that
retroilluminates a translucent chart and is able to monitor
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and autocalibrate the light level to 85cd/m’. The CSV-
1000E was performed at 98.5 inches as recommended by the
manufacturer. The nonselected eye was occluded for each
measurement. The translucent chart presents four spatial
frequencies: 3, 6, 12, and 18cyc/deg. Each spatial frequency
was presented on a separate row of the test. Fach row
presented 17 circular patches 15 inches in diameter. The first
patch in the row had a very high contrast grating (sample
patch) on the far-left side of the row. The remaining 16
patches appeared in 8 columns presented across the row. In
each column, one patch presented a grating while the other
patch remained blank. The patches that presented gratings
decreased in contrast from left to right across the row. The
patient was directed to observe the first sample patch and to
look for the grating pattern in each column. While reading
across the row, the patient indicated whether the grating
appeared in the top patch or thebottom patch of each column.
If the grating was not visible in either patch, the patient was
1o report that both were blank. The patient was encouraged
1o guess whether a grating was at least partially visible as
the threshold was approached. However, the patient was
cautioned that if no gratings were visible, then the response
should be “both blank” The contrast level of the last correct
response was recorded as the threshold.

2.5. Color Perception. To administer a color-vision test that
did not require a naming response, we used Roth 28-hue color
test (Luneau, Paris}, a quick and easy color arrangement test
first described by Roth [47]. Color perception was assessed
in the presence of best-corrected VA for near vision. The
test uses the equivalent of every third color cap from the
Farnsworth-Munsell 100 {F-M 100} as an abbreviated version.
Subjects were instructed to select the cap most similar to the
reference cap, then the cap most similar to the previously
chosen one, and so on and to place ther in sequential order
until all 27 caps were arranged in a circular sequence. Test
instructions were repeated by the examiner during test when
necessary. The time to perform the test was not restricted
and the subject was allowed to make corrections. The results
were recorded on diagrams provided by the manufacturer
which depict the direction of axes corresponding to several
types of color-vision defects. Errors classified the observer
as protanomalous, deuteranomalous, or tritanomalous (red-,
green-, or blue-deficient, resp.). Following the manufacturer’s
manual [48] blue axis errors were considered when caps 43
1o 64 were malpositioned. In this way, the tritan errors were
quantified,

2.6, Perception Digital Test (PDT). The PDT, developed in
2007 [46], is an easy, fast, and sensitive method for evaluating
disorders of visual perception in MAD patients. The aim
of the test is to assess the visual recognition of familiar
situations, masked by geometric special effects that hinder
perception. The test includes 15 sheets. Each sheet shows the
same picture at different positions in space. The pictures are
distorted by the choice of special effects: geometric effect
(tile) and effect of the frame 24/48 of MGI Photo Suite I
program. The test includes five photographs of landscapes,
six of common objects, two of people, one of an animal, and

3
Tapre I: Demographic and clinical data of the study groups.
AD Control P value
(rn = 23) {n=128)
Age” 7931 4.6 713+£51 0.274
Gender 0.614
Men 9 9
Female 14 19
Race Caucasian Cauvasian
MMSE 233431 282519 ooor
Range (17-29)  Range (25-31)
Bducational level” 1.43 + 0.78 1.43 £ 0.79 0.950

*Mean value = SD; TP« 0.0t MannWhitney U test (AT Alsheimer’s
disease; MMSE: Mini Mental State Examinatiory; 8D: standard deviation).

one of a letter. The patient had to identify the picture that was
properly oriented in space.

2.7, Statistical Analysis. Data for the statistical analysis were
introduced and processed in SPSS 19.0 (SPSS Inc.®, Inc.,
Chicago, IL, USA). The data are reported as mean values +
SD. The differences between MAD and control eyes were
analyzed using the Mann-Whitney test. Sensitivity at 90%
specificity and area under the receiver operator characteristic
(aROC) analysis for discriminating between healthy and
MAD patients were calculated for all the psychophysical tests
analyzed. The association between the tests and MMSE was
evaluated by Pearson’s correlation coefficient. A P value of
<0.05 was considered statistically significant.

3. Results

Demographic and clinical data for the MAD patients and
control group are shown in Table 1. There were no statistically
significant differences in age, gender, or educational level
between the study groups. The MMSE scores in MAD
patients were significantly decreased in comparison with age-
matched control subjects (Table13. All MAD patients bad
MMSE values higher than 17,

3.1 Visual Acuity. The mean VA in MAD patients sig
nificantly decreased in comparison with the age-matched
control group (Table 2; Figure 1(a)). VA showed awide aROC
(Table 3; Figure 2(a)). A positive and statistically significant
linear association was found between VA and MMSE score
(Table 4).

3.2. Contrast Sensitivity. All analyses were conducted with
log CS values. 30.43% of the MAD patients (n = 7) were
not able to report the orientation of the 18-cpd grating at the
highest contrast level. Three of these 7 MAD patients were
also unable to detect the 12-cpd grating at any contrast value.
The analysis of CS of the MAD patients revealed a statistically
significant reduction at all spatial frequencies tested (3, 6,
12, and 18 cpds) in comparison with age matched control
subjects (Table 2; Figure 1(b)). In addition, it was found that
the higher the spatial frequency, the greater the loss of C§
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TabLE 2: Mean data and P value of the psychophysical tests,

Test AD group Control group % difference Pvalue
Visual acuity (dec)* 078 £0.19 0,95+ 0.06 -1789 00017
Contrast sensitivity”
3cpds 139 +0.27 162 +0.19 —14.61 0.0017
& epds 158+ 024 188 + 022 -16.03 0.001™
12cpds 112 £0.33 146 £ 0,20 -23.05 0.001™
18 cpds 061+ 037 1114037 —44 57 0,001
Rue 28-hue*
Nurnber of errars 741+ 469 595 + 4,08 2454 018
Tritan unspecific errors 4,35 +2.40 2.52+2.00 72.62 0,009
PDT (sheet)*
Successful number of sheets 174+ 2.39 1379 +1.47 -14.87 0.017

“Iean value = 3D; pe 0,05, Mool Mann-Whitney U test (AD: Alzheimer’s
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TasLe 3: aROC analysis of psychophysical tests in mild Alzheimer’s
disease.

Psychophysical test aROC SD P value
Visual Acuity 6.771 0.072 0.001"
Contrast sensitivity
3epds 0.755 0.072 0.002%
6opds 0.808 0.061 0.001%
12 cpds 0.832 0.064
18 cpds 0.857 0.055
Rue 28-hue
Number of errors 0.610 0.081 0.186
Tritan unspecific errors 0714 0074 0.0
PDT (sheet)
Successful number of sheets 0.758 0.068 0.0021°

5 ¢ 0.05. 7P < 0.01 MannWhitney U test (aROC: area under the recei
operating characteristic; AD: Alzheimer’s disease; cpds: cycles per deg
PDT: perception digital test; SD: standard deviation).

Tasre 4: Pearson’s correlation between psychophysical tests and
Mini Mental State Exarnination.

Psychophysical test r P value
Visual acuity 0.457 0.001"
Contrast sensitivity
3epds 0.366 o.on™
Gopds 0.516 0.001
12 cpds 0.451 0.001™
18 cpds 0.468 co0™
Rue 28-hue
Number of errors —0.271 0.063
Tritan unspecific errors —0.329 o.023"
PDT
Successful number of sheets 0.53¢ oo™

TP < 0.05, 1P < 0.01 Pearson’s test {AD: Alzheimer’s disease; cpds: cycles
per degree; PDT: perception digital test),

perception. Thus, in MAD patients the spatial frequency
of 18cpds showed the greatest decrease in CS (44.57%)
compared with the age-matched contrel group. The analysis
of the ROC curves (Table 3; Figure 2(b)) showed that, for
MAD patients, the highest spatial frequencies analyzed (18
and 12cpds) bad the widest areas under the ROC curves
for all the parameters analyzed. The 18-cpd frequency had
the strongest correlation, followed by the 12-cpd frequency.
A good correlation was detected also for the 6- and 3-cpd
frequencies (Table 3; Figure 2(b)).

A positive and statistically significant linear association
was found between CS for all spatial frequencies tested and
MMSE score (Table 4).

3.3. Color Perception. The analysis of color vision with
the Rue 28-hue test showed that there were no significant
differences in the color perception between patients with
MAD and age-matched control group based on the total
error score {Table 2). However, the analysis of the tritan axis
revealed that (i) the number of tritan unspecific errors was

w1

significantly increased in MAD patients in comparison with
age-matched control {Table 2; Figure 1(c)), (ii) aROC curve
drawn for the total tritan unspecific errors was statistically
significant (Table 3; Figure 2(c)}, and {1ii) there was a negative
and statistically significant linear association between tritan
unspecific errors and the MMSE score (Table 4).

3.4. Perception Digital Test (PDT). The PDT mean value
tound for the control group was significantly higher than
that of the MAD group. The analysis of the individual
sheets revealed a significant difference in sheets 2, &, and 10
between MAD and age-matched control subjects (Table 2;
Figure 1(d)).

The aROC curve for PDT showed a statistically signifi-
cant wide area. However, when the analysis was calculated
by individual sheets, no significant differences were found
(Table 3; Figure 2(d)). A positive and statistically significant
linear association was found between the PDT and MMSE
score (Table 4).

4. Discussion

AD patients reportedly manifest subjective visual complaints,
including the inability to read, spatial deficits, or difficelty in
recognizing faces despite having relatively good visual acuity
vajues and visual fields. For this reason the patients in our
study were carefully selected so that sample was quite uniform
regarding VA and MMSE. In addition, between different 5C
tests available, the CSV-1000 was chosen because results are
more independent with respectto the VA [37].

One of the relevant points of the present study concerns
MMSE value. Our MAD patients were homogeneous in terms
of their discase stage and had a high MMSE mean value
(23.3 + 3.1), higher than any vatue found in the literature
[36, 37, 49-51]. This means that all MAD patients included
in this study were in a very early stage of the disease.

4.1, Visiual Acuity. VA values in the present study were within
normal limits for this age range. However, mean VA in MAD
patients was significantly decreased in comparison with age-
matched control subjects. VA values in AD patients have
been controversial. Thus, several studies reported no decrease
in VA in patients with Alzheimers neurodegeneration [36,
40, 41, 50, 52-54] while others showed a decrease in VA
[55] which in some instances was associated with visual
hallucinations [56].

4.2, Contrast Sensitivity, We found that, in comparison with
age-matched control subjects, CS in MAD patients was
significantly reduced in all spatial frequencies, the reduction
being more pronounced at higher frequencies. Specifically,
at a spatial frequency of 18cpds, MAD patients showed
a 44.57% CS reduction in comparison with age-matched
control. High spatial frequencies are recorded in the P cells
of the retina, which are more concentrated in the macular
area. Low spatial frequencies are recorded by the M cells
located over the entire retina [57]. Our CS results suggest
that MAD patients undergo an impairment of both P- and
M-cell function, P cells being the most affected. This finding
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FIGURE 2: Areas under the ROC curves of the psychophysical tests in discriminating between mild AD patients and control subjects. (a)
Visual acuity (dec), (b) contrast sensitivity, (¢) Rue 28-hue color test, and (d) perception digital test.

correlates with data recently published by our group [9] in
which patients with MAD had a significant decrease in the
nerve fiber layer thickness in the macular area compared with
age-matched controls. By contrast, the significant decrease

in C8 for the lower spatial frequencies found here in MAD
patients did not parallel OCT findings in the peripapillary
region in the fact that the decrease in the nerve fiber layer
thickness reported by our group in this retinal region did
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not reach significance when compared with controls. These
findings tempt us to postulate that, in MAD, CS seems to
detect the M pathway impairment earlier than OCT does.

CS in AD has been analyzed for several years. Although
in two studies no differences between AD and age-matched
control were detected [40, 54], most reports found that CS
function is impaired in AD patients. In some instances, CS
was reduced at all spatial frequencies examined [34-36, 51,53,
55, 58-60], while in others the greater decline corresponded
to high spatial frequencies [34, 51, 61] and in still others
the lower spatial frequencies were the most affected [49, 50,
52, 62]. Possible reasons for such discrepancies may lie in
differences among samples and the CS test used [37]. Thus,
the Regan chart, a low-contrast letter, and the Vistech VCTS
6500 are influenced by the VA value while the Pelli-Robson
test and the Freiburg test are independent of VA [37]. In the
present study, we use the CSV-1000 test which is based on
the Pelli-Robson testand it can thus be assumed that it is not
influenced by VA values.

In agreement with most studies on CSin AD, CS function
was impaired in our cohort of early AD. However, the
degree of involvernent varied among spatial frequencies, the
reduction being greater at the higher ones. Notably, in the
studies reported in which €S was equally decreased in all
spatial frequencies, AD patients were at a more advanced
stage of the disease than were our MAD patients, as indicated
by their lower MMSE values. There are only two studies with
results consistent with ours, showing an increased decline
at the bigher spatial frequencies. However, both studies
presented methodological differences with respect to ours.
In the Neargarder et al. study [37], the results could have
been influenced by the poorer VA of the patients, the test
selected, and the great variability of MMSE (6-26) in the
AD group. Meanwhile, the Gilmore et al. study [63] included
only the participants who provided a valid response across all
spatial frequencies, removing any patients who were not able
to discriminate all checked spatial frequencies. Given these
data, it seems that the 12- and 18-cpd spatial frequencies are
the most affected in the carly stages on the disease and thus as
the disease progresses, all spatial frequencies become equally
involved. According to our ROC values, the most sensitive
spatial frequencies were 18 cpds (the highest), followed by the
12¢cpds (85.7% and 83.2%, resp. ); therefore, the highest spatial
frequencies appear to have the highest diagnostic value in
MAD neurodegeneration.

The fact that CS is impaired in AD patients in comparison
with healthy elderly subjects has significant implications
for cognitive abilities and daily function of AD patients
[37], especially when the first spatial frequencies affected,
according to our data, appear to be those corresponding to
macular function.

4.3. Color Perception. Whenassessing color perception in our
MAD patients, we found no significant differences in terms
of color defects in comparison with age-matched control
subjects. However, we found that our MAD patients made
significantly more (72.62%) unspecific errors in the tritan
(blue) axis than did the controls, which represented almost

a threefold increase in the errors committed by the MAD
group.

Unlike subjects with a loss of color vision due to focal
cortical lesions, patients with AD rarely complain of color-
vision deficits. Color testing in patients with AD is con-
troversial because these patients have a deficit in naming
colors and therefore might have trouble verbalizing the colors
or nominating numbers and shapes that are being viewed.
The color test used in the present study does not require
naming, although it should be taken into account that test
performance depends on the memory of the patients and
therefore, for appropriate testing, the instructions need to be
repeated by the examiner during test session, when necessary.

Some studies using the Farmsworth and Ishihara tests
have found no color perception differences between patients
with AD and the control group [58, 64, 65]. On the other
band, several studies using the City University Color Test
found defects in the tritan axis and reported a correlation
with the degree of dementia {30, 50, 66]. These data are
consistent with the results reported by other authors using the
Tshihara test [55] and the City University Color Test [67, 68].
By contrast, Pacheetal, using the Ishibara testand the PV-15,
found that unspecific errors notassociated with a specific axis
were more prevalent in AD patients compared to controls;
however, this finding was not related to the severity of the
disease [31]. This discrepancy among color-vision results in
AD patients may be due to differences in the color test
applied, so that cowparisons of the results are difficult to
interpret.

Salamone et al postulated that the problem of color
discrimination in patients with AlJ is not purely cognitive but
seemns to be related to damage in the structures responsible
for the perception of color stirnuli [32]. This statement is
consistent with the evidence that extrastriate lesions may
result in tritanomalous color deficits [50] and that the
extrastriate cortex is severely affected in AD. The fact that
no tritanomaly was found in our MAD patients but an
increment of unspecific errors appeared along the tritan
axis leads us to postulate that, in addition to the general
loss of M cells and P cells that seerus to be taking place
in our patients (as mentioned above), the K pathway may
also be involved, given that the blue-yellow spectrum is
associated with this pathway [69]. Bistratified ganglion cells
receive blue-on/yellow-off color-opponent excitation signals
trom the short-wavelength sensitive S cones and project this
information to the koniocellular layers in the LGN [70].

4.4, Perception Digital ‘Test (PDT). The MAD patients of
the present study made significantly more mistakes in PDT
answers than did the age-matched control subjects, Given
that no statistically significant differences in educational level
were found among groups, the influence of this variable could
be ruled out.

The part of the brain initially involved in AD is the tem-
poral cortex, which is then followed by the temporoparietal
association cortex [1, 71]. As a consequence, visual perception
disorders are frequently associated with Alzheimer’s neu
rodegeneration [71]. Before PDT development [46] visuoper-
ceptual tests showed low sensitivity for detecting disorders in
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the early stages of the disease [72]. The development of more
sensitive neuropsychological tests such as PDT has enabled
the assessment of visual perception disorders in initial AD
[46]. In view of the good predictive value (aROC = 0.758, P <
0.01) provided by the application of the PDT, we postulate
PDT as a useful ancillary screening test for MAD.

4.5. aROC. To the best of our knowledge, no predictive
(ROC) analysis is available for the diagnosis value of different
visual psychophysical test in AD. A noteworthy finding of the
present work was that the test with the greatest prognostic
value in MAD patients was CS for 18-cpd and 12-cpd spatial
frequencies (aROC 0.857 and 0.832, resp.), followed by VA
(aROC 0.771), PDT (aROC 0.758), and unspecific errors in
the blue region (2RCC 0.714).

4.6. Pearsons Correlation. As mentioned above, our AD
patients had a high mean MMSE value, the highest so far
reported to the best of our knowledge. However, given that
MMSE values ranged from 17 to 31, we investigated whether
the MMSE value influences the test outcome. As a result, we
found a significant correlation between MMSE values and
PDT (r = 0.536), followed by the CS for 6-cpd (r = 0.516)
and 18-cpd (r = 0.468) spatial frequencies, and VA (r =
0.457) and CS for 12-cpd (r = 0.451) and 3-cpd (v = 0.366)
spatial frequencies. A negative correlation was also found
between MMSE and the unspecific errors in the tritan region
{r = —0329). All these findings showed that as the disease
progresses, the answers to different tests used for assessing
visual skills worsened.

Possible drawbacks of the study include the cross-
sectional design, the subjective nature of the psychophysical
testing {(which depends on cognitive abilities), and the early
stage of disease (mild cognitive impairment, which can be
due to reasons other than AD). Another limitation could be
the sample size. Gathering large samples is a difficult task
when dealing with MAD patients. This was especially true
in the present study in which the inclusion criteria were
very demanding in order to recruit patients in early stages
of AD who were also free of ocular pathology, the latter
requisite limiting patient enrollment given the age range of
the sammple. Nevertheless, our sample size was comparable to
thatreported in the literature [36, 37, 40, 50, 51, 59].

5. Conclusions

In conclusion, our study demonstrates a deficitin visual per-
ception in early stages of AD, manifested by reductions in VA,
S, and color discrimination, These psychophysical changes
correlate with retinal morphological changes (decreased
RNFL macular thickness as detected by OCT) detected in
the same group of patients [9]. Furthermore, the observed
changes in PDT suggest a visual integration deficit, possibly
due to, at least in part, an incipient cortical dysfunction.
The study of the predictive value of the tests analyzed herein
showed that, in the most incipient AD grades, tests having
the greatest predictive value are the CS, VA, unspecific errors
in tritan region, and the PDT. The fact that no differences
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were detected between our MAD patients and age-matched
control subjects in the dilfated fundus examination highlights
the importance of applying psychophysical tests in patients
with MAD. Given the difficulty in gathering larger samples in
AD, broader transverse as well as longitudinal studies would
be useful to track changes in the psychophysical tests as the
disease progresses.
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Decreased thickness of the retinal nerve fiberlayer (RNFL) may reflect retinal neuronal-ganglion cell death. A decrease in the RNFL
has been demonstrated in Alzheimer’s disease (AD) in addition to aging by optical coherence tomography (OCT). Twenty-three
mild-AD patients and 28 age-matched control subjects with mean Mini-Mental State Examination 23.3 and 28.2, respectively, with
no ocular disease or systemic disorders affecting vision, were considered for study. OCT peripapillary and macular segmentation
thickness were examined in the right eye of each patient. Compared to controls, eyes of patients with mild-AD patients showed no
statistical difference in peripapillary RNFL thickness (P > 0.05); however, sectors 2, 3,4, 8,9, and 11 of the papilla showed thinning,
while in sectors 1, 5, 6, 7 and 10 there was thickening. Total macular volume and RNFL thickness of the fovea in all four inner
quadrants and in the outer temporal quadrants proved to be significantly decreased (P < 0.01). Despite the fact that peripapillary
RNFL thickness did not statistically differ in comparison to control eyes, the increase in peripapillary thickness in our mild-AD
patients could correspond to an early neurodegeneration stage and may entail the existence of an inflammatory process that could
lead to progressive peripapillary fiber damage.

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD), the most common cause of demen-
tia, afflicts 67 of every 1000 persons over age 65. Its prevalence
and incidence increase exponentially with age [1, 2]. In 2006,
the worldwide prevalence of Alzheimer’s was 26.6 million,
and by 2050, the prevalence will quadruple, meaning that by
that time 1 in 85 persons worldwide will be living with the
disease [2].

AD is characterized by a decline in cognitive function,
loss of learning and memory, and the formation of neuritic
plaques and neurofibrillary tangles, primarily in the cerebral
cortex [3, 4],

The retina is a projection of the brain, and a number
of similarities between AD pathology and several distinct

retinal degenerations have been described [5, 6]. The retinal
nerve fiber layer (RNFL) is composed of retinal-ganglion cell
axons that form the optic nerve. Decreased thickness of the
RNFL can reflect retinal neuronal-ganglion cell death and
axonal loss in the optic nerve [7, 8].

‘The RNFL reportedly thins with aging [9, 10]. Some stud-
ies have also shown a decrease of the RNFL in AD in addition
to aging [7, 8, 11-16]. Hinton et al. [17] were the first to show
histopathological evidence of retinal-ganglion cell loss and
optic-nerve degeneration in patients with AD. These findings
were then confirmed in several follow-up studies [18-21].
Indeed, the large magnocellular cell axon degenerationin AD
has been documented [19, 22]. Other histopathology studies
[23-28], however, have failed to confirm these findings and
suggest that methodological differences were responsible for
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the contradictory results, due to a different postmortem delay
in axon count or difficulties in obtaining weli-preserved
myelinated axons.

Currently it is thought that retinal ganglion cell (RGC)
loss in AD might result from amyloid deposits in the eye
and/or retina. Amyloid-beta plaques as well as cligomers have
been reported in postmortem retinal tissue from patients
with AD and in a mouse model of AD, as well as in human
retinal tissue in vivo [29]. Therefore, amyloid accumulation
in the eye or retina of patients with AD may result in
the degeneration of RGC in parallel to amyloid-beta-related
neurodegeneration in the brain [29].

Diagnosis and progression of AD, especially early cases,
are complicated because of imprecise neuropsychological
testing, sophisticated but expensive neuroimaging tech-
niques, and invasive sampling of cerebrospinal fluid [30, 31].
frpproved methods for screening and early detection are
essential to identify cognitively normal individuals who have
a high risk of developing AD, so that treatrent can be devel-
oped to delay the progression of the disease [32]. Currently,
there is no definitive antemorterm diagnosis for AD, and new
biomarkers for diagnosis are therefore neaded. Over the last
few decades, very accurate tools for analyzing the eye fundus
have been developed (l.e., OCT, laser polarimetry), opening
new ways of examining the reting in vivo.

OCT is a reliable noninvasive technique, routinely used
in ophthalmology to visualize and quantify the layers of the
retina. OCT enables quantitative cross-sectional imaging of
the RNFL and macular volume. A recent study published
by our group [33] has shown that in mild-AD patients
the first affected area of the retina is the macular area. As
the neurodegeneration progresses, a significant decline in
peripapillary RNFL thickness will become apparent.

The goal of the present study was to examine in detail
peripapillary and macular segmentation in order to deter-
mine which is the earliest thinned area in patients with mild
AD which may be used, in the future, as a predictive tool.

2. Material and Methods

2.1 Subjects. To select patients, we reviewed the Database
of the Memory Unit of the Hospital Clinico San Carlos in
Madrid (Spain), consisting of a total of 2635 patients, First,
we excluded the patients with a Global Deterioration Scale
{GIS) over 4 and then those with a mood or psychiatric
disorder. Next, we took into account 87 patients with mild
Al These patients, according to the National Institute of
Neurological and Communicative Disorders and Stroke-AD
and Related Disorders Association and the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders IV, had mild cognitive
impairment according to the Clinical Dementia Rating
scale. Then ophthalmic medical records of these patients
were reviewed, cxdu&ing patients who were prcviously
diagnosed with an ophthalmological pathology (glaucoma
or suspected glaucoma, media opacity, and retinal diseases).
After this analysis, 29 patients with AD satisfied all the
requirements to participate in the study (GDS over 4 and
free of ocular disease and systemic disorders affecting vision

BioMed Research International

in their medical record). Of the 29 mild-AD patients and 37
age-matched control subjects selected {normal MMSE
scores), & mild-AD patients and 9 age-matched control
subjects were subsequently excluded due to posterior
pole pathology including macular degeneration, drusen,
suspicion of glaucoma, glaucoma, epiretinal membrane, or
cataract that prevented ocular examination. Because of this
selection, 23 patients with mild AD and 28 age-matched
control subjects were considered for the study. Informed
consent was obtained from both groups, The research
followed the tenets of the Declaration of Helsinki, and the
protocol wag approved by the local ethics committee.

2.2. Metheds. For the ophthalmological part of the study, the
right eve of each patient was analyzed. Al participants met
the following inclusion criteria: being tfree of ocular disease,
AREDS Clinical Lens Standards <2, retinal drusen, and
systemic disorders affecting vision; having a best corrected
VA of 20/40; having a +5 spherocylindrical refractive error;
and having intraocular pressure of less than 20 mmHg. For
screening, all AD patients and control subjects underwent a
complete ophthalmologic examination, including assessment
of VA, refraction, anterior segment biomicroscopy, appla-
nation tonometry (Perkins MKI tonometer, Haag Streit
Reliance Medical, Switzerland), dilated fundus examination,
and OCT. The RNFL thickness and macular thickness were
measured by OCT Model 3D OCT-1000 (Topcon, Japan)
after pupil dilatation. The RNFL thickness was scanned 3
consecutive times per patient in each area studied. The mean
values were considered for statistical analysis, All tests were
performed by the same optometrist (ESG) under the same
conditions. These tests were selected considering that in
this developmental stage of the disease the results were not
influenced by the patient’s cognitive impairment.

The peripapillary RNFL thickness parameters evaluated
in this study were average thickness (360° measurement),
thickness for each 12-dclock hour position with the 3-dclock
position as nasal, 6-oclock position as inferior, 9-otlock posi-
tion as temporal, and 12-otlock position as superior. Macular
RNFL thickness data were displayed in three concentric rings
centered in the foveola that were distributed as follows: a
central macular ring, 1mm away from the fovea; an inner
macular ring, 3mm away from the fovea; and an outer
macular ring, 6 mm away from the fovea. As a result, the total
area studied made up a 6 mm macular map. In addition, the
inner and outer rings were each divided into four quadrants
(superior, inferior, nasal, and temporal) (Figure 1). The total
volume of the macula as provided by the OCT was also
calculated. The good scan criteria were determined as the
signal-to-nolse ratio >30 and accepted A-scans >95% in fast
RNFL scanning. All measurements are given in microns,
according to the calibration provided by the manufacturers
and the total volume in mm”®.

2.3. Statistical Analysis. The data are reported as mean values
+ SD. The differences between mild AD and control eyes
were analyzed using the Mann-Whitney test. Data for the
statistical analysis were introduced and processed in a SPSS
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Photo

(%)
Average thickness (gm) 2731
Center thickness (gm) 199
Total volume (mml) 7,71

FI1GURE 1: OCT report of retinal nerve fiber layer (RNFL) thickness analysis. (a) Peripapillary OCT. The thickness for each 12-oclock hour
position with the 3-oclock position as nasal, 6-oclock position as inferior, 9-oclock position as temporal, and 12-oclock position as superior
was evaluated. (b) Macular OCT. Diagram showing the concentric rings and quadrants considered for analysis of the macular RNFL thickness

and measurements automatically provided by the analyzer.

19.0 (SPSS Inc@, Inc, Chicago, IL, USA). A P value of <0.05
was considered statistically significant.

3. Results

Demographic and clinical data for the mild-AD patients and
control group are shown in Table 1. No statistically significant
differences in age, gender, or educational level were found

between the study groups. The MMSE scores in mild-AD
patients were significantly decreased in comparison with age-
matched control subjects (Table 1). All mild-AD patients had
MMSE values higher than 17.

3.1. Optical Coherence Tornography

Peripapillary RNFL Segmentation Thickness. Peripapillary
RNFL thickness values (Figure 2(a)) showed no statistical
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FiGure 2: Mean data of RNFL thickness against eye quadrants assessed with optical coherence tomography (OCT). (a) Peripapillary
segmentation retinal nerve fiber layer, (b) Central macular ring (1 mm away from the fovea). (¢) [nner macular ring (3 mm away from the
fovea). (d) Outer macular ring (6 mm away from the fovea). * P value < 0.0

TasLE 1: Demographic and clinical data of the study groups.

AD Control
P val
(1 =23) (1 =28) ue
Age§ 793146 723 151 0.274
Gender
Male 9 9
0.615
Female 14 19
Race Caucasian Caucasian
233+ 31 28.2+19
§ s
MMSE Range (17-29) Range (25-31) 0.00L

SMean value+ SD; " P < 0.01 [AD, Alzheimer’s disease; MMSE, Mini-Mental
State Examination; SD, standard deviation].

difference between mild-AD patients and control subjects
(Table 2).

Although the differences were not significant in any of the
sectors, it was shown that peripapillary sectors 2, 3,4, 8,9, 11,
and 12 were thinner in the mild-AD patients than in controls;
in peripapillary sectors 1, 5, 6, 7, and 10 the retina in mild-AD
patients was thicker with respect to the control (Figure 2(a);
Table 2).

Macudar RNFL Thickness and Total Voliume. As we reported
in a previous study [33] the analysis of the RNFL revealed
that, in patients with mild AD, the values for the central
ring (fovea) (Figure 2(b)) and the four inner quadrants (3 mm
from the fovea) (Figure 2(c)) were significantly decreased in
comparison with control subject (P < 0.05 in both instances;
Mann-Whitney U7 test) (Table 2). The RNFL thickness of the
outer macular quadrants (6 mm from the fovea) (Figure 2(d))
in patients with mild AD was diminished in comparison
with control subjects; however, only the values of the outer
temporal quadrant were significantly lower (P < 0.05; Mann-
Whitney U test) (Table 2).

The total macular volume was significantly reduced in
mild-AD patients in comparison with control subjects (P <
0.05; Mann-Whitney U7 test) (Table 2).

4, Discussion

Alzheimer’s dementia syndromes, like all neurodegenerative
diseases, lack objective disease- and stage-specific biomarkers
[34]. As a part of the CNS, the retina or neural portion
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w1

Tagry 2: RNFL thickness and total macular volume.

Retinal ares of study

AD group’

Control group® % RNFL decrease P value

Sector 1 10L2 + 24.4 100.0 + 16.9 1.24 0.790

Sector 2 96.8 £ 20.8 ~3.62 0.618

Sector 3 801+ 229 +16.0 —1L.85 0.084

Sector 4 60.5 £ 18.3 65,4 +10.3 0.464

Sector 5 73.7 £12.7 683 £ 113 7. 0173

Peripapillary thickness (4m) Sector & 1014 2 23.7 9 2.02 0.790
Sector 7 119.4 +19.1 1163 + 219 2.62 0.756

Sector & L7 + 216 14.5 + 24.5 ~2.48 0.564

Sector 9 675165 ~1.80 0877

Sector 10 + 573+ 9.6 5.99 0464

Sector 11 770 1208 7854147 -196 0.94

Sector 12 1013 £271 107 £15.8 -8.45 0.335

Foveal thickness (wm) Fovea 2212216 243.7 + 24.8 9.24 0.015”
Superior area 283.4 =111 294.9 £ 181 =391 0.00z2°

Inferior area 2798 2181 2958 £13.5 ~5.40 0.002°
Inner macular guadrant (#m) y .
Nasal area 2856 + 172 30001 151 —4.83 0.007

Temporal area 731+12.7 285.2 +14.6 —4.2 0.002°

Superior area 2454 £12.5 2521 £13.7 —2.65 0.084

Outer macular quadsant (m) Inferior area 24’2,8 +174 24 ~{.99 0.531
Nasal area 263.7 2121 2 ~1.41 0110
Termporal area 2280 +18.8 23 —4.43 0.009"

Total macular volume (mm®) 71403 034 0.0247

Shiean value + SD; * P < 0,05 [AT, Alzheimer’s disease; RNFL: retinal nerve fiber layer; ST stan dard deviation .

of the eye shares many features with the brain, including
embryological origin as well as anatomical and physiological
characteristics. Its peripheral location provides an accessible
and noninvasive way of examining brain pathology [35]. OCT
is a reliable noninvasive technique that enables quantitative
cross-sectional imaging of the RNFL [36].

Thinning of the RNFL has been found in several neu
rological diseases, such as Parkinson’s disease [16, 37-39],
dementia with Lewy Bodies [16], amnestic mild cognitive
impairment [8, 15], neuromyelitis optica [40], migraine [41],
and AD [8, 1117, 20, 27, 36, 37, 42-45]. The loss of RNFL
thickness in AD is linked to a depletion of retinal-ganglion
cells and optic-nerve axons [13, 14, 32, 46, 47]. It has been
postulated that the defects in RNFL may be the earliest sign
of AD, even prior to damage to the hippocampal region that
impairs memory [36]. In addition, published data suggest an
association between the thinning of RNTL and severity of AD
[8,11].

In the present work, we compare the peripapillary RNTL
segmentation thickness, macular thickness, and the total
macular volume in mild-AD patients and age-matched con-
trol subjects. One of the relevant issues of the study was
that the sample analyzed here was homogeneous in that (i)
all patients had recently been diagnosed as having mild AD
(GDS 4, Reisberg scale [48]) with mean MMSE score values
of 23.7 + 3.3; (ii) all the individuals were Caucasians; and (iii)
there were no significant differences in age or educational
level among the groups. The results of our study showed a

difference between the peripapillary RNFL segmentation and
the macula thickness in our mild-AD patients in that only the
macular thickness was significarstly decreased in comparison
with the control group.

Widespread axonal degeneration in the optic nerve was
found in a postmortem study of patients with AD [17].
Morphometric analysis of the whole- mount retina has shown
that Alzheimer's patients had a predominant loss of the largest
class of retinal-ganglion cells (M-cells), which could be a
primary process or a consequence of retrograde neurodegen-
eration occurring in the vortical regions [19]. In vivo studies
using different methodologies have confirmed optic-nerve-
fiber damage in AD when compared with controls, Optic
disc pallor, pathologic disc cupping, and thinning of the
nevroretinal rimand the RNFL have beenreported in studies
based on the subjective evaluation of fundus photographs
[11, 42] and the optic-nerve analyzer [42].

There is controversy on the reduction of the peripapillary
RNFL thickness measured by OCT in AD, Areduction in the
thickness of all peripapillary RNFL quadrants as measured by
OCT has been reported [12,43], and it has been suggested that
this morphologic abnormality is related to retinal dysfunc-
tion as revealed by abnormal patterns in electroretinogram
responses [43]. However, some QCT studies on peripapillary
thickness in AD [8, 13, 15, 16, 36, 44, 45, 49] found that the
RNFL thinning was restricted to the superior quadrant [13,
44, 50-52] or to the superior and inferior quadrants {15, 37,
45] in comparison with control subjects. Some studies have
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correlated cognitive decline with decreased RNFL thickness
[33,50, 53]. It has been suggested that the inferior quadrant of
the RNFL may be a more specific and sensitive area than other
RNFL quadrants in predicting the deterioration of cognitive
status to reflect retinal abnormality in the early stages of AD
115, 50]. The reason for the variability of the results among
studies could be related to MMSE scores. Thus, Parisi et al.
[43] and lseri et al. [12], whose patients had more advanced
AD (ranges of MMSE scores 11 to 19 and 8 to 28, resp.),
showed a reduction in RNTL thickness in all peripapillary
quadrants. Kesler et al. [15], whose patients had a mean
MMSE score of 23.6, showed a decrease in the superior and
inferior peripapillary quadrants. By contrast, both Berisha
et al. [13], whose Alzheimer’s patients had higher MMSE
scores (17 to 30), and Paquet ot al. [8], whose patients had
a mean MMSE score of 22.6, found a thickness reduction
only in the superior peripapillary quadrant, postulating this
finding as being the earliest peripapillary retinal damage
in AD patients. In our patients, with MMSE values similar
1o those reported by Berisha and Paquet, the reduction of
mean peripapillary RNFL thickness did not reach statisti-
cal significance in comparison to control, but peripapillary
RNFL thickness diminished or increased, depending on the
segment studied. It should be noted that the thinning sectors
of papilla corresponded t0 2, 3, 4, 8, 9, and 13, while sectors 1,
5, 6, 7 and 10 showed a thickening. These values ditfer from
those found in the same sectors of the controls but in any case
reach statistical significance.

Most authors, although working in more advanced stages
of disease (MMSE » 237), agree that the peripapillary
RNFL thinning is significant in the superior and inferior
sectors [13, 37, 44]. However, sectors 1, 5, 6, 7, and 10 in
our patients showed thickening. This dissimilarity could be
explained because of difference in the stage of the disease,
which in our case corresponded to a much earlier stage. This
tendency towards greater thickness, although not statistically
significant, could be related to the findings of Ascaso etal. in
the macula of patients with mild cognitive impairment (MCI)
and AD. Patients with MCI had greater RNFL thickness
compared to AD and controls, suggesting that this difference
could be caused by inflammation after gliosis neuronal
death [54]. Similarly, the increase in peripapillary thickness
in our mild-AD patients in the sectors 1, 5, 6, 7, and 10,
corresponding to the superior and inferior sectors, may
indicate a phase of inflammation and gliosis of neural tissue
prior to the degenerative process,

Reactive astrogliosis in the brain is a well-known feature
of AD, but its role in AD is not well understood. Reactive
astrogliosis tends to be focal in AD. Reactive astrocytes are
intimately associated with amyloid plaques or diffuse amyloid
deposits. Astrocytes surround them with dense layers of
processes as if forming miniature scars around them, perhaps
to wall them off and act as neuroprotective barriers [55]. It
is plausible that, in the early stages of the disease, microglial
activation could help remove amyloid plaques, while in
later phases proinflammatory cytokines induced by microglia
could contribute to neurodegenerative process [56, 57].

In the same way, retinal neurcdegenerative diseases
are also associated with chronic microglial activation and

BioMed Research International

neuroinflammation. In the degenerating retina, endogenous
signals activate microglial cefls, leading to their local prolif-
eration, migration, enhanced phagocytosis, and secretion of
cytokines, chemokines, and neurotoxins. These immunolog-
ical responses and the loss of limiting control mechanisms
may contribute significantly to retinal tissue darmage and
proapoptotic events in retinal neurodegeneration [57-59]. A
limitation to be considered in our study, as well as those
reported in the literature on RNEL thickness evaluation
by OCT, is the number of patients included. Studies on
early-stage Alzheimer’s patients are difficult to perform, one
reason being that these patients usually come for diagnosis at
advanced stages of the disease. Taking this into consideration
and the homogeneity of the patients included in the present
work, we consider that our data provide preliminary evidence
to warrant a more extensive study.

5. Conclusions

in the present study, the analysis of the O CT values of both
peripapillary and macular RNFL thickness in patients with
mild AD (MMSE = 23.7) showed that only in the macula
was there a significant thickness reduction compared to
aged-matched controls. Cur data, taken together with those
reported in the literature, move us to propose the hypothesis
that the first affected area of the retina in mild AD is the
macular area, where, due to the arrangement of the multilayer
bodies of the ganglion cells, the decrease is easier to detect,

Subsequently, as the neurodegeneration progresses, a sig-
nificant decline in peripapillary RNFL thickness will become
apparent. The study of the peripapillary segmentation reveals,
in a more accurate way, the changes that occur in RNFL
thickness in relation to the macular-thickness changes. In
this sense, our patients with mild AD differed with respect
to controls, although without reaching statistical significance;
perhaps due to the early stage of the disease. In addition, the
increase in peripapillary thickness in our mild-AD patients
may indicate the existence of an inflammatory process that
would lead to neurodegeneration of the peripapillary fibers.
More extensive studies should be conducted to test these
findings.
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RESUMEN

Se ha llevado a cabo un estudio transversal con el objetivo de realizar un analisis topografico
del polo posterior maculopapilar de la retina, relacionando los cambios objetivados en el
espesor de dicha regién en un grupo de pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) leve, en
comparacion con un grupo control. Mediante la OCT, se han determinado los espesores
medios de las dreas macular y hemipapilar temporal divididas en segmentos. El analisis de los
datos obtenidos muestra un adelgazamiento significativo en algunos sectores maculares v
peripapilares en pacientes con EA leve, elaborandose un mapa que revela los sectores de la
macula y la papila donde se concentran dichos cambios. Este hallazgo pone en el punto de
mira a aquellas regiones maculopapilares que pudieran emplearse en el futuro como posible

biomarcador para el diagndstico precoz y seguimiento de la EA.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer (EA), Polo posterior maculopapilar, Tomografia

de coherencia optica (OCT), Biomarcador.
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SUMMARY

The aim of this transversal study was to perform a topographic analysis of the macula and the
temporal papillary region of the retina and to relate it with the changes seen in the macular
and peripapillary retinal thickness in a group of patients with mild Alzheimer’s disease (AD)
compared with control. Macular and peripapillary thickness were measured by optical
coherence  tomography (OCT). It was found a significant macular and peripapillary
thinning in some sectors in mild AD patients in comparison with control group, getting a
map that revealed the earlier areas affected in AD. Therefore, this finding point to those
regions in the macular and papillary region of the retina that could be useful as early
biomarker for follow-up in AD.

Key words: Alzheimer’s Disease, Maculopapillary posterior pole, Optical Coherence

Tomography, Biomarker.

INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que cursa con un
deterioro cognitivo cronico y progresivo, caracterizada por el deposito de B-amiloide y la
presencia de ovillos neurofibrilares (Hardy y Selkoe, 2002). Las células ganglionares de la
retina son consideradas prolongaciones del sistema nervioso central (SNC), pudiendo albergar
en ellas los mismos procesos degenerativos. Gracias al avance de las técnicas oftalmolégicas
como la OCT, el ojo es a dia de hoy una ventana hacia el SNC, estando en el punto de mira de
numerosos estudios con el fin de convertirlo en una herramienta clave para el diagnostico

precoz de procesos neurodegenerativos.

En el presente estudio se pretende llevar a cabo un analisis topografico del polo posterior
maculopapilar, relacionando los cambios objetivados en el espesor de la retina a nivel de la

macula y la papila en un grupo de pacientes con EA leve frente a otro grupo control.

MATERIAL Y METODOS

Material. A partir de la base de datos de la Unidad de Memoria del Hospital Clinico San
Carlos en Madrid, fueron seleccionados 84 pacientes que presentaban FA leve segun los
criterios de la CDR, NINCDS-ADRDA 1V. Se excluyd a aquellos pacientes diagnosticados de

una enfermedad psiquidtrica, oftalmologica o de una enfermedad sistémica que pueda afectar
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a la vision, asi como aquellos individuos que en el examen oftalmologico presentaran una
opacificacion que impidiera la adecuada realizacion de dicho examen o una patologia del polo
posterior. Quedaron incluidos 19 pacientes con EA leve y 25 sujetos control con una

puntuacion normal en el Mini-Mental. Se obtuvo la aprobacion del comité ético local.

Meétodos. Se realizd un examen oftalmologico del ojo derecho de cada sujeto. Los
participantes cumplieron los siguientes criterios: no presentar enfermedad ocular, AREDS <2
y ausencia de drusas retinianas asi como de enfermedad sistémica que pueda afectar a la
vision; tener una AV corregida mejor de 20/40; un error de refraccion menor de +5; y una

presion intraocular menor de 20 mmHg.

El espesor de la papila y de la macula fue medido mediante la OCT, de forma que el area
macular fue dividida en una rejilla de 6x6 cuadrados de 1x1 mm cada uno, mientras que la
papila fue delimitada mediante un area circular de 3.4 mm de diametro dividida en 12 sectores

(figura 1).

Andlisis estadistico. Se realizaron pruebas bilaterales y nivel de confianza de 95%,
incorporando la correccion de Bonferroni para las comparaciones multiples en ANOVA v
patron de correlaciones. Las diferencias de espesor macular entre el grupo de pacientes y el
grupo control fueron analizadas mediante un ANOVA de dos factores (“tipo” con 2 niveles v
“sector” con 36 niveles), con grupos independientes en el primero y medidas repetidas en el
segundo. La asociacion entre el espesor macular y papilar en el grupo de pacientes v en el de
controles fue evaluada con el coeficiente de correlacion de Pearson. El patron de
correlaciones obtenido en el grupo de los pacientes fue comparado con el obtenido en el

grupo control utilizando la transformacion Z de Fisher.

RESULTADOS

Espesor macular. E1 ANOVA revelo que abundan las diferencias significativas de espesor
entre las regiones de la rejilla de 6x6 en la que fue dividida el drea macular; v que el espesor
de los sectores 5, 6, 12, 15, 16, 18, 21 y 22 presentan una disminucion significativa (p<0.05)

en el grupo de pacientes con respecto al grupo control.-

Correlacion maculopapilar del grupo de pacientes. Se hallé una correlacion de Pearson

directa y estadisticamente significativa (p<<0,03) de las areas 1, 6, 7, 13, 18, 24, 30, 35 y 36 de
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la mécula con los sectores 9, 11 y 12 de la papila y una correlacion inversa de las areas 1, 18,

24, 30 y 36 de la macula con el segmento 6 de la papila.

Correlacion maculopapilar del grupo control. Se hallo una correlacion de Pearson directa y
estadisticamente significativa (p<0,05) de las areas 5, 6, 11, 12, 18, 24, 25, 30, 31 de la

macula con los sectores 8. 9, 11, 12 de la papila.

Comparacion del patron de correlaciones de ambos grupos. Se hallaron diferencias
significativas en el patron de correlaciones entre el grupo de pacientes y el grupo control

(transformacion Z de Fisher; p<0,05), obteniéndose un mapa de las areas afectadas (Figura 1)

MACULA PAPILA

17 15
19 20 a 2 23
% % |27 | 23|22
i 2 3 »

Figura 1. Superior: Retinografias de la macula (izquierda) y papila (derecha). Inferior:

Correlaciones maculo-papilares que presentan un cambio estadisticamente significativo entre

el grupo de pacientes con EA leve y el grupo control.

DISCUSION

Numerosos estudios previos han puesto en evidencia la disminuciéon que experimenta el
espesor de la retina en distintas enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad
de Parkinson (R. Inzelberga et al., 2004), el glaucoma (Mona et al., 2012) y la EA (Guo et al.,
2010). Respecto a la EA, hay que destacar que a dia de hoy no disponemos de biomarcadores
que sirvan como herramienta en el diagnostico precoz de la enfermedad y, por tanto, la

necesidad de la investigacion en este campo. Estudios publicados objetivaron alteraciones que
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afectan a toda la papila, mientras que otros observaron alteraciones limitadas a los sectores
superiores e inferiores de la misma. Los cambios descritos no consisten siempre en un
adelgazamiento de la retina, sino que en determinadas regiones se ha descrito un
engrosamiento de la misma atribuido a cambios inflamatorios y fenémenos de astrogliosis
que preceden a la neurodegeneracion. Las diferencias encontradas entre dichos estudios

podrian deberse a los distintos estadios de la enfermedad analizados en cada uno de ellos.

Un estudio llevado a cabo por este mismo grupo, analizé pacientes con EA en estadio leve, en
los cuales el espesor del area papilar no se vio disminuido, estando adelgazadas unicamente
determinadas areas de la macula. Por tanto, se describe la macula como la region de la retina
que se afecta con mayor precocidad en la EA (Salobrar-Garcia et al., 2015). El presente
estudio analizd de la misma forma pacientes con EA en estadio leve, con el objetivo de
especificar las alteraciones del polo posterior maculopapilar con las que debuta la
enfermedad. Se objetivaron cambios significativos que afectan al patréon de correlaciones
entre los espesores macular y papilar de los enfermos con respecto al grupo control. De esta
forma, se pudo elaborar un mapa del polo posterior maculopapilar donde se ponen de

manifiesto aquellas regiones en las que se evidencian cambios con mayor antelacion.

CONCLUSION

El estudio analizé y compard los espesores maculares y papilares de un grupo de pacientes
con EA leve y un grupo control, hallindose cambios significativos en el patrén de
correlaciones en los espesores macular y papilar entre ambos. Estos cambios se atribuyen a la
inflamacion y neurodegeneracion ocurrida en las primeras fases de la EA, y abren las puertas

anuevas investigaciones pudiendo llegar a establecerse como biomarcadores precoces de EA.
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Abstract

O-er the last few decades, the importance of ophthalmic examination in neurodege-
nerative diseases of the CIN5 has reportedly increased. The metina iz an extension of the
CHS and thusshould notbe surprising to find abnormal results in both the test exploring
visual processing and those examining the retina of patients with CINS degeneration.
Current in wivo imaging techniques are allowing ophthalmologists to detect and
quantify data consistent with the histopatholagical findings described in the retinas of
Alzheimer'sdisease (AD ) patients and mayhelp to reveal unsuspected retinal and optic-
nerve repercussions of other CINS diseases. In this chapter, we perform an analysis of
the physiological changes in ocular and cerebral ageing. We analyse the ocular
manifestations in CHNS disorders such as stroke, AD and Parkinson's disease, In
addition, the pathophysiclogy of both the eye and the wisual pathway in AD are
described, The walue of the visual psychophysical tests in AD diagnosis is reviewed as
well as the main findings of the optical coherence tomography as a contribution to the
diagnosis and monitoring of the disease. Finally, we exatnine the association of two
neurodegenerative diseases, AD and glaucoma, as mere coincidence or possible role in
the progression of the neuraodegeneration,

Keywords: neurodegenerative disease, Alzheimer, optical coherence tomography,
contrast sensitivity test
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Microglia, the immunocompetent cells of the central nervous system (CNS), act
as neuropathology sensors and are neuroprotective under physiological conditions.,
Microglia react to injury and degeneration with immune-phenotypic and morphological
changes, proliferation, migration, and inflammatory cytokine production. An uncontrolled
microglial response secondary to sustained CNS damage can put neuronal survival
at risk due to excessive inflammation. A neuroinflamrmatory response is considered
among the etiological factors of the major aged-related neurodegenerative disecases of
the CNS, and microglial cells are key players in these neurodegenerative lesions. The
retina is an extension of the brain and therefore the inflasmmatory response in the brain
can oceur in the retina. The brain and retina are affected in several neurodegenerative
diseases, including Alzheimer’s disease (AD), Parkinson’s disease (PD), and glaucoma.
AD is an age-related neurodegeneration of the CNS characterized by neuronal and
synaptic loss in the cerebral cortex, resulting in cognitive deficit and dementia,
The exlracellular deposils of beta-arnyloid (Ag) and intraneuronal accumulations of
hyperphosphorylated tau protein (pTau) are the halimarks of this disease. These deposits
are also found in the retina and optic nerve. PD is a neurodegenerative locomotor
disorder with the progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra. This
is accompanied by Lewy body inclusion composed of a-synuclein («-syn) aggregates.
PD also involves retinal dopaminergic cell degeneration. Glaucorna is a multifactorial
neurodegenerative disease of the optic nerve, characterized by retinal ganglion cell
loss. In this pathology, deposition of Ag, synuclein, and pTau has also been delecled
in retina, These neurodegenerative diseases share a cornmon pathogenic mechanism,
the neuroinflammation, in which microglia play an important role. Microglial activation
has been reported in AD, PD, and glaucoma in relation to protein aggregates and
degenerated neurons. The activated microglia can release pro-inflammatory cytokines
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KEYWORDS Abstract Alzheimer’s disease [AD) is a neurodegenerative dementia characterized by the
Alzheimer’s disease; deposition of extracellular B-amyloid (AR) plaques and the presence of neurofibrillary tangles.
Glial cells; Until now, the techniques used to analyze these deposits have been difficult to access, inva-
Retina sive, and expensive. This leads us to consider new access routes to the central nervous system

(CNS), allowing us to diagnose the disease before the first symptoms appear. Recent studies
have shown that microglial and macroglial cell activation could play a role in the development
of this disease. Glial cells in the CNS can respond to various damages, such as neurodegener-
ative pathologies, with morphological and functional changes. These changes are a common
feature in neurodegenerative diseases, including AD. The retina is considered an extension of
the CNS and has a population of glial cells similar to that of the CNS. When glial cells are acti-
vated, various molecules are released and changes in glial cell expression occur, which can be
indicators of neuronal damage. The objective of this review is to compile the most relevant
findings in the last 10 years relating to alterations in the eye in AD, and the role that glial cells
play in the degenerative process in the retina in the context of neurodegeneration.
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Resumen Laenfermedad de Alzheimer (EA] es una demencia neurodegenerativa que se carac-
teriza por la deposicion de placas beta-amiloides (A} extracelulares, y la presencia de ovillos
neurofibrilares. Hasta ahora, las técnicas utilizadas para analizar estos depésitos han sido poco
accesibles, invasivas y costosas. Esto nos lleva a considerar nuevas vias de acceso al sistema
nervieso central (SNC) que nos permitan diagnosticar la enfermedad antes de la aparicién de
sus primeros sintomas. Los estudios recientes han reflejado que la activacion de las células
microgliales y macrogliales podria desempenar un papel en el desarrollo de esta enfermedad.
Las células gliales del SNC pueden responder a diversos darios, tales como patologias neurode-
generativas, con cambios morfolégicos y funcionales. Dichos cambios son una caracteristica
comin en las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA. La retina se considera una
extensién del SNC, y cuenta con una poblacién de células gliales similar a la de diche sistema.
Cuando las células gliales se activan, se liberan diversas moléculas, y se producen diversos
cambios en la expresion de las células gliales, que pueden ser indicadores de dafio neuronal.
El objetivo de esta revisién es recopilar los hallazgos més relevantes de los (ltimos diez afios,
con relacién a las alteraciones oculares en la EA, y el papel que juegan las células gliales en el
proceso degenerativo de la retina en el contexto de la neurodegeneracion.

© 2018 Spanish General Council of Optometry. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is a disabling and progressive neu-
rodegenerative disease with no cure that leads to cognitive
impairment and memory loss, affecting millions of people
around the world.! Because the retina is considered an
extension of the central nervous system (CNS), it seems clear
that the use of new, non-invasive retinal analysis techniques
could allow for the evaluation of retinal glial cell activation,
and establish this as a new tool for AD diagnosis. This review
gives a brief description of AD and its manifestations in the
eye, as well as a description of glial cells and their changes
in this disease.

Material and methods

A literature search was performed up to September
2017 using the MEDLINE database, PubMed, and Google
Scholar search services with the following key words and
word combinations: Alzheimer, glia, glia-retina, Alzheimer-
glia, Alzheimer-astrocytes, Alzheimer-microglia, Alzheimer-
eye, Alzheimer-retina, Alzheimer-glia-eye, Alzheimer-glia-
retina, and Alzheimer-Miiller cells. After filtering by author
criteria (articles published in the last 10 years), English or
Spanish language, and the condition that all address the
relationship between AD and retinal glial cells as the main
subject, 250 articles were considered.

Alzheimer’s disease
AD is a progressive neurodegenerative disease characterized

by a decline in cognitive function and memory resul-
ting from synapse and cell loss, accompanied by a strong

neuroinflammatory response. It accounts for 60-80% of
dementia cases, and is the leading cause of these in the
population over 60 years old.”

AD may be familial or sporadic in origin. The incidence
of familial cases is low (5-10%), and is related to mutations
in three different genes: amyloid precursor protein (APP),
presenilin 1 (PSEN-1) and presenilin 2 (PSEN-2). Sporadic
AD accounts for 90-95% of all cases, and has a multifac-
torial pathogenesis consisting of a combination of genetic
and environmental factors, in which age is the leading risk
factor.” The main gene associated with the sporadic mani-
festation of the disease is the apolipoprotein E gene (APOE).
Of the three isoforms, APOE =4 is found in 50% of patients
affected by AD and carries a three-fold risk of developing
the disease. In the CNS, APOE is expressed predominantly
by astrocytes but also by microglia.*®

Pathologically, AD is characterized by deposits of extra-
cellular plagques of p-amyloid (Af) peptide or senile plaques
and neurofibrillary tangles (NFTs) resulting from intra-
cellular aggregates of hyperphosphorylated tau protein.”
Deposition of AR plaques, the first manifestation of the
pathogenesis of AD, begins many years before symptoms
appear. Although tau protein aggregation occurs after the
appearance of the senile plaques, it is evident before the
clinical onset of the disease. These characteristic changes
are well-reflected in the cerebrospinal fluid (CSF), which
demonstrates altered levels of tau protein and phosphory-
lated tau, as well as AP levels at the onset of the disease
pathogenesis. The changes in these biomarkers can be seen
even in the preclinical stages of the disease, and can be
useful to determine which patients will develop AD over
time.” A clinical diagnosis of AD can only be definitively
confirmed by a post-mortem examination of the brain. A
diagnosis of probable AD is possible only when the disease
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has considerably progressed, and neurological damage has
already occurred.®

Glial cells

Glia are a highly homogeneous population of non-excitable
cells distributed throughout the CNS, and are essential
for normal brain function.” The main function of the glia
is to maintain the homeostasis of the nervous tissue and
to control, protect, and support neuronal function. They
also respond to CNS injuries as a defense mechanism, and
when dysfunctional, they can even be primary pathogenic
agents.’” In the CNS, astrocytes and oligodendrocytes are
neuroectodermic in origin, and make up the macroglia.
Microglia originate from the mesoderm, and are considered
the macrophagous element of the CNS.?

Astrocytes

The main population of glial cells consists of astrocytes.
They account for about one in three cells of the brain mass.
They are essential for correct homeostasis in the brain tis-
sue and for neuronal function, and create a barrier around
blood vessels that limits the passage of immune cells to the
CNS. Astrocytes are resistant to cell death by apoptosis,
and are therefore able to survive attacks from inflammatory
processes.

The main functions of astrocytes include metabolic sup-
port of the neurons and their dendrites and synapses,
glycogen storage and lactate export, neurotransmitter
uptake, including glutamate, protection against reactive
oxygen species (ROS), provision of neurotrophic factors to
neurons and oligodendrocytes following injury such as nerve
growth factor (NGF), ciliary neurotrophic factor (CNTF) and
tumer necrosis factor (TNF-o) among others, homeosta-
sis, blood-brain barrier (BBB) induction and maintenance,
scar formation and tissue repair, and regulation of immune
response in the CNS.™

The astrocyte processes stending radially out from the
cell body give it a stellate appearance. The cytoplasm of
these cells contains a large number of intermediate fila-
ments composed of glial fibrillary acidic protein (GFAP),
which is specific to astrocytes and reactive Miiller cells and
allows them to be selectively labeled via immunocytochem-
ical techniques.

Astroglia play a central role in responding to all forms
of pathological conditions such as trauma, ischemia, and
neurodegenerative diseases. It has been suggested that
reactive astroglia (astrogliosis) either release neurotrophic
factors to support cell survival or produce molecules that
inhibit axenal repair and regeneration, triggering neurolog-
ical cytotoxicity, which causes secondary damage in nearby
neurons.'” A better understanding of glial reactions to
lesions and their contribution to the development of the
disease can assist in designing new treatment strategies. '

Oligodendrocytes

Oligodendrocytes make up about 5-10% of the total glial cell
population. They are essential for the rapid and efficient

conduction of electrical impulses along the axons, as well
as for preserving axonal integrity.'> Oligodendrocytes have
a very limited capacity for regeneration; the injury of just a
few can create an appreciable area of demyelination. They
are the first nervous elements that degenerate in diseases
of the CNS where myelin is affected.'® In the retinas of most
vertebrates, the axons are unmyelinated. Oligodendrocytes,
which are responsible for axonal myelination in the CNS, are
therefore absent in the retina.”

Microglia

Microglia are the cells that make up the CNS immune sys-
tem, and are found in all regions of the CNS, including
the retina.”™ They represent 5-10% of all adult human
brain cells.” Their functions include surveillance of the sur-
rounding environment, elimination of invading microbes,
clearance of cellular debris, and enforcement of pro-
grammed cell death via the removal of apoptotic cells.
They also release brain derived neurotrophic factor (BDNF)
and anti-inflammatory cytokines involved in neuronal sur-
vival. Therefore, in addition to their role as immune defense
cells, they are vital for the endogenous repair of nerve
pathways. Along with their anti-inflammatory and neuro-
protective effects, they play a critical role in the normal
development of angiogenesis.

Microglia are a dynamic cellular population and exist in
various states of activation associated with distinct mor-
phological transformations.’ In the absence of damage or
pathologies, they present in their baseline or resting state.””
Each of these cells occupies one area and has no physical
contact with the others.”’ Even in the baseline state, they
continuously monitor their surrounding environment.

Synaptic formation is regulated by the microglia, and
seems to depend on the production and release of molecu-
lar mediators such as BDONF or interleukin-10 (IL-10), among
others.”” The ability of microglia to enhance the release
of BDNF in the context of aggression accelerates healing
and constitutes a damage reduction mechanism. It seems
that cytokines considered classically injurious, such as IL-1f3
and TNF-«, facilitate the phagocytosis of cellular debris and
trigger many other events necessary for neural repair.'

Since adenosine is an important neuromedulator of the
immune-inflammatory system, microglia express all sub-
types of adenosine receptors Ay, Azs, Aze and As. In the case
of AsuR, this protects neurons from primal preinflammatory
neurodegeneration, however other brain injuries that trig-
ger neurcinflammation cause upregulation of this chemical
in the microglial cells, where it appears to play an important
role in the pathophysiclogy of degeneration.*

Microglia express both class | and class Il major histo-
compatibility complex molecules (MHC). In the presence of
certain cytokines these increase, allowing the microglia to
act as antigen-presenting cells and to become an integral
part of the immune network.'”

Glial response

In situations such as neural damage, disease, or even
aging, the glia can respond by undergoing morphological
and functional changes accompanied by the production of
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proinflammatory cytokines.” This general glial response
to aggression or inflammation in the adult brain is called
reactive gliosis.”! Reactive gliosis has a neuroprotective
effect, however chronic gliosis exacerbates disease progres-
sion by increasing vascular permeability, infiltration of toxic
compounds, and even through neovascularization.”” Oligo-
dendrocytes do not usually demonstrate reactive changes;
astrocytes and microglia are the main populations of reac-
tive glia.”

Microglia exist in a symbiotic relationship with neurons,
where microglia sustain the neurons and neurons maintain
the microglia in a noninflammatory phenotype.'” Because
of their ability to activate rapidly upon aggression,”’ the
microglia nermally initiate and direct the coordinated neu-
roinflammatory response.

Activated microglia change from a ramified form to
a non-phagocytic hyper-ramified or hypertrophic pheno-
type, and finally to an amoeboid morphology (especially
if there is degeneration of terminals and/or neurons),
retracting their extensions. This allows migration through
the parenchyma to the site of the injury.’’ There are
two activated polarization states.’” Under stress condi-
tions, microglia release anti-inflammatory cytokines and
growth factors, transition to the M2 phenotype induced by
IL-4 and IL-13 and express mannose receptor CD206 and
arginase 1, which downregulate inflammation and promote
tissue remodeling/repair and angiogenesis.” When overacti-
vated, they transition to the M1 phenctype, characterized
by the production of nitric oxide (NO), superoxide radi-
cals, proinflammatory cytokines such as IL-1f, TNF-«, and
chemokines, in order to amplify the inflammatory response
and eliminate the agent causing the aggression,”' thereby
playing a central role in the defense against pathogens and
tumor cells.'” The M1 phenotype alters the permeability of
the BBB, allowing the entry of immune mediators, natural
killer cells {NK) and lymphocytes. This immune response
promotes both tissue repair and neuronal damage.”' The
attack on native neuronal cells can have serious conse-
quences if the process deregulates' and becomes chronic,
where the M1 phenotype becomes phagocytic and harmful,
as occurs in neurological diseases, including AD.' Addi-
tionally, deregulated, active microglia may contribute to
pathological neovascularization in the brain and retina.
The precise mechanisms of this process are not yet fully
understood.'?

Reactive astrogliosis is an astrocyte response to polyeti-
ological insults to the CNS, characterized by a jump in
astrocyte numbers (hyperplasia/proliferation), increases in
the number and length of astroglial processes, larger
cell body size (hypertrophy), migration, and upregula-
tion of cytoskeletal components such as GFAP, vimentin,
and nestin.” Thus, an astrocyte phenotype change results
in the expression of non-detectable molecules in resting
astroglia,”’ such as the enzyme heme oxygenase 1 (HO-1),”*
and a reduction in the synthesis of glutamine synthetase
(GS). The cerebral astrocytes of AD patients have demon-
strated increased GFAP expression.”® Reactive astrocytes
produce NO as an autocrine apoptosis mediator’’ and can
secrete inflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-8,
inflammatery chemokines, and other chemokines involved
in recruiting microglia, monocytes/macrophages, T lympho-
cytes and dendritic cells.” Because of this, astrocytes are

considered immunocompetent cells. Astrogliosis may favor
either neuronal survival or the formation of a glial scar that
prevents the regenerative process.”’ Reactive astroglia have
been associated with the stimulation of higher metabolic
activity, upregulation of cytoprotective factors and antiox-
idant defenses that protect neurons from free radicals,
restoration of the neurotransmitter balance, and regulation
of ion and water concentrations. When the CNS is injured,
reactive astrocytes migrate to the damaged site, isolate the
injured area, and remove pathogens, dead cells, and cellular
debris, and then remodel the nerve tissue, Chronic astroglio-
sis, however, is typically detrimental, directly or indirectly
damaging neurons and the vasculature while also inhibiting
tissue repair. Through the production of vascular endothe-
lial growth factor (VEGF), astrogliosis exacerbates disease
progression by increasing vascular permeability, affecting
the properties of the BBB, facilitating the infiltration of
peripheral immune cells, and even by facilitating neovas-
cularization. Astroglia also preduce molecules that inhibit
axonal repair and regeneration, triggering neurotoxicity and
secondary damage in nearby neurons and glial cells. When
dysfunctional, astroglia can also constitute the primary
pathogenic element.”

Neuroinflammation essentially depends on the activa-
tion of microglia and astrocytes, which respond to various
injuries and stimulations through the expression and release
of molecules that subsequently cause oxidative stress. Cyto-
toxic activation and inflammatory factors stimulate glial
cells to release proinflammatory signals, creating a vicious
cycle of neuroinflammation and oxidative stress, resul-
ting in an autoinflammatory condition. In this situation,
proinflammatory cytokines secreted by active microglia
inhibit astrocytic gap junction communication, and the
astrocytic neuronal support function is affected. This has
been observed in AD and could explain the cell death,
although it may also play a defensive role, preventing the
diffusion of toxic molecules. The microglia also release
the neurotransmitter glutamate, which triggers excito-
toxic neurodegeneration and cell death in astrocytes and
oligodendrocytes.” Astrocytic glutamate uptake leads to
neuronal loss. Elevated levels of TNF-o have been shown
to stimulate BDNF secretion, supporting neuronal survival.”
Pathogens themselves are able to recruit proinflammatory
microglia and perpetuate the pathology.'” The accumula-
tion of active microglia and reactive astrocytes is a common
feature in neurodegenerative diseases, including AD.”!

Neurodegeneration, glial response and
Alzheimer’s

It has been shown that both microglia and astrocytes, not
neurons, are the main source of N-terminally truncated
AP peptides that can be found in amyloid deposits.” AR
plaques stimulate the factors and proteins that induce
the production of inflammatory cytokines and chemokines.
Deregulated proinflammatory cytokines and chemokines
have been found in AD. Certain forms of inflammation and
microglial activation are beneficial in pathologies such as
AD.? It is not known whether glial activation is the cause
or a consequence of AD, but it certainly contributes to its
development.
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A oligomers induce a potent inflammatory response and
distort the phagocytic microglial response, leading to the
excessive and sustained production of inflammatory medi-
ators that could explain neurotoxicity and neuronal loss.
Astrogliosis is also involved in the neural degeneration asso-
ciated with AD.” Dysfunction in the astrocytic regulation of
microglial phagocytosis has been observed in AD.*

One way in which Af accumulation may lead to neurode-
generation is through oxidative stress whereby molecules,
such as deoxyribonucleic acid (DNA) and proteins, are dam-
aged due to excessive oxidation resulting from an imbalance
between oxidant and antioxidant activity. This imbalance
may be due to the oxidizing properties of the AR peptide,
which is thought to produce hydrogen peroxide and induces
ROS accumulation. It appears that astrocytes are able to
release NO, which is an ROS, in an attempt to counteract the
reduced cerebral blood flow in AD. Such a release could be
counterproductive if NO levels become toxic. In degenera-
tive disorders, oxidative stress initiates apoptosis in healthy
cells. In response to this apoptosis, the complement system
can be activated to remove debris derived from cell death
which, under normal circumstances, is deactivated upon
completion of the process. However, it has been observed
that in AD, this deactivation process can be abandoned when
the complement system response is exacerbated, which also
leads to cell death. When microglia detect that the com-
plement system has been activated, they become active as
well, and have been associated with the pathogenesis of AD,
age-related macular degeneration (AMD), and glaucoma.”’
In vive and in vitro studies suggest that microglia recruited
to AP plaques sites are able to surround and phagocytize
A3 peptides. The Aj® deposits are responsible for microglial
activation in a way that is strictly dependent on the amyloid
load.” In turn, microglia can produce complementary factors
and thus reinforce the activation of the complement system
response by creating a vicious cycle.”

Microglial activation and the production of proinflam-
matory mediators by neurons positive for phosphorylated
tau can contribute to neuronal death and disease progres-
sion in neurodegenerative tauopathies such as AD. Although
plaques and tangles remain the major hallmarks of AD, stud-
ies show that activated microglia are one of the major
players in neuroinflammation, along with plaque deposition
and astrocyte stimulation.’

AD and the eye

The increasing prevalence of AD, combined with the need to
treat the disease in its early stages before irreversible neu-
rological damage occurs, prompts us to search for accessible
in vivo brain structures that allow for early diagnosis of the
disease.”

The retina and optic nerve share an embryologic origin
with the brain, and have similar patterns of vascularization,
self-regulating blood flow, and blood-tissue barrier func-
tions. As part of the CNS, the retina has a specific immune
privilege provided by the BBB. The blood-retinal barrier
(BRB) is similar in structure to the components and mecha-
nisms of the BBB.”

Because of these similarities, the retina can be inspected
to detect AD markers such as AP deposition. The retina has
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Table 1 Retinal changes in Alzheimer’s disease.
Reduction in the number of fiddiatidleaa

retinal ganglion cells (RGC)
Decreased thickness in the fiaRati- Rk

retinal nerve fiber layer

{RNFL}
Decreased choroidal thickness 8,0,45-47

in the foveal area
Vascular disorders et

6,40,51,52

Visual field reduction (VF)

Accumulation of tau and AB 23,31,53,54

been shown to be animpertant tool for the in vivo visualiza-
tion of changes in AD, their pathogenesis, and progression
and response to AD therapies (Table 1).

Post-mortem analyses of the retinas of AD patients have
revealed significant axonal degeneration in the optic nerve
head and a reduced number of retinal ganglion cells (RGCs)
associated with reduced thickness in the retinal nerve fiber
layer (RNFL).”

Using immunohistochemical techniques, the presence of
both tau and Ap has been demonstrated in the human
retina. Accumulation of APP has been shown in RGCs and
the RNFL. Retinal deposits of phosphorylated tau have also
been reported in the retinas of AD patients.”

The use of several different non-invasive techniques
makes it possible to analyze in vivo the retinal changes that
occur with AD.

QOCT allows us to determine RNFL thickness and RGC loss.
Patients with AD present peripapillary decreases in RNFL
thickness, with the most pronounced changes occurring in
the superior quadrant of the retina,’' as well as a decreased
number of RGCs in the temporal foveal region,” which
is most pronounced in the foveal and parafoveal region.™
Using OCT, several patterns of RNFL thinning are evident
in Alzheimer’s patients, including retinal nerve fiber loss in
the superior retina,* superior and nasal retina,” and the
superior and inferior retina.”® It has been postulated that
RNFL deficiencies may be the earliest sign of AD, even before
damage to the hippocampus region occurs, resulting in mem-
ory changes.™ A statistically significant generalized loss of
foveal choroid thickness in patients with mild and moder-
ate AD has been found using optical coherence tomography
(OCT).*°

Recent studies suggest that fundus auto-fluorescence
(FAF), a method for detecting highly fluorescent structures,
may be used in conjunction with OCT to analyze structures
of interest, leading to a possible visualization of perimacular
and perivascular AR deposits, primarily in the outer plexi-
form layer, the ganglion cell layer (GCL) and the RNFL of AD
patients.?

Confocal scanning laser ophthalmoscopy has revealed
changes at the optic nerve head in AD patients in compar-
ison to age-matched controls, demonstrating a significant
decrease in RNFL thickness in AD patients compared with
controls, as well as larger cup-to-disc ratios,’*

Using retinography, vascular alterations have been iden-
tified in patients with AD. The retinal vessels of AD patients
show vascular attenuation, arterial and venous caliber
decreases, and decreased venous flow.”?
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The visual field (VF) reduction shown in AD patients,
occurring predeminantly in the lower field, is directly
related to RNFL thinning found in the superior quadrant.®®

Glia and the eye

The retina, although developmentally part of the brain,
is a unique CNS structure in many aspects. The glial cells
of the retina are one example of this. In the retina, the
principal glial cells are the Miiller cells,” which together
with the astrocytes constitute the macroglia of the human
retina. In addition to macroglial cells, the retina contains
microglial cells, the resident immune cells of the retina.”
The microglia are blood-derived phagocytic cells.”

The retinal microglia are mainly located in the plexi-
form layers, the GCL, and the RNFL, and possess highly
mobile extensions that interact with the surrounding envi-
ronment.”’ Microglial cells are essential for normal retinal
growth, neurogenesis,”® and proper formation of retinal
blood vessels.” They interact with Mdller cells to form a
network that serves as a control system for trophic factor in
retinal degeneration.”

Microglial communication with neurens, the vascular sys-
tem, and the macroglia is mediated by a diverse range of
factors. These include chemokines, cytokines, nucleotides,
surface proteins and adhesion molecules. The microglia may
be activated by a perturbation of chemokines and/or recep-
tor expression.”® Activated microglia can proliferate and
migrate to regions of retinal damage, where their mor-
phological changes are often accompanied by changes in
signaling and gene expression.®” They are involved in phago-
cytosis, secretion of trophic factors, and active remodeling
of neurons and synapses.™

Retinal microglial cells perform various tasks that are
essential for the normal physiological development of the
retina, and are constantly in a close relationship with neu-
rons.” The morphology of astrocytes in the human retina
changes from the star shape in the GCL to the elongated
shape in the RNFL. The somas of human astrocytes can
mainly be found in the layers mentioned above, but exten-
sions of these can be found even in the inner nuclear layer. "
Mouse astrocytes, however, are star-shaped and can only be
found in the GCL and in the RNFL.*

Miller cells are an anatomical link between the retinal
neurons and structures such as the retinal blood vessels,
the vitreous body, and the subretinal space, which need to
exchange various molecules.”’ Astrocytes and Miller cells
maintain the ion and water homeaostasis of the retinal tissue,
including the pH,*" as well as the homeostasis of neurotrans-
mitters such as glutamate and gamma-aminobutyric acid
(GABAJ).®

Macroglial cells are also involved in retinal glucose
metabolism, providing retinal neurons with the neces-
sary nutrients for oxidative metabolism, and in removing
metabolic waste products. Miiller cells and astrocytes have
also been demonstrated to be more resistant to oxida-
tive damage than neurons, due to their high concentrations
of antioxidants that protect them against such damage.”
These antioxidants, such as glutathione, which are provided

to the neurons, eliminate free radicals and reactive oxy-
gen compounds.”’ Another neuroprotective mechanism is
the uptake and/or detoxification of potentially harmful sub-
stances, which involves the phagocytosis of debris from dead
neurons or retinal pigment epithelial cells.* Astrocytes and
Mdller cells are involved in regulating local blood flow in
response to changes in neuronal activity. Substances such as
prostaglandins (PG), NO, and arachidonic acid (AA), which
regulate blood flow in the CNS, are produced by astrocytes.
Macroglial cells exercise their barrier properties in the reti-
nal capillaries, called the BRB.””

As mentioned above, astroglial cells defend the CNS,
and therefore the retina, from damage through a process
called reactive gliosis. This gliosis is triggered in response to
trauma, ischemic damage, neurodegeneration, or neuroin-
flammation.” Miiller cells, due to their radial distribution,
are usually one of the first types of glial cells to detect
retinal damage, providing rapid response to any change in
the retinal microenvironment.® Miller cell gliosis is cha-
racterized by both non-specific and therapeutic responses,
upregulation of GFAP, and the activation of extracellular
signal-regulated kinases (ERK).*’ GFAP upregulation is there-
fore used as a common marker for reactive Miiller cells and
as an indicator of retinal stress, retinal injury, and Miller
cell activation. Practically all retinal diseases are associated
with Miller cell gliosis.”

After retinal detachment, Miller cells migrate to the
affected area and react by establishing a glial scar, replac-
ing degenerated neurons and photoreceptors.”’ Glial scars
involve the expression of inhibitory molecules on the surface
of reactive glial cells, which inhibit both regular tissue repair
and neurodegeneration, harming the function and structure
of retinal neurons.*”

Miller cell gliosis has both cytoprotective and cytotoxic
effects on retinal neurons.’” In the context of a threat to the
retina, the so-called conservative or non-proliferative glio-
sis is neuroprotective, releasing neurotrophic factors and
antioxidants which favor neuronal survival and limit the
extent of the tissue damage.” The most severe injuries pro-
voke another response described as massive or proliferative,
in which gliosis becomes detrimental to the retinal tissue
and increases neuronal death.*

A possible trigger for the transition from conservative
to massive gliosis is a breakdown of the BRB, augmenting
both the retinal and vitreous content of growth factors,
cytokines and inflammatory factors, and allowing the infil-
tration of blood-derived immune cells.™ The excessive and
prolonged expression of VEGF after massive gliosis can lead
to retinal inflammation, neovascularization and vascular
lesions.”” High concentrations of NO after Miller cell acti-
vation can damage neurons,”” while lower levels may have
a protective effect, as in the protection of neurons against
glutamate excitotoxicity and decreased retinal ischemia via
its vasodilator effect.”’

Another important feature of gliotic Miller cells is their
potent cross-communication with cells from the immune sys-
tem. Molecules from inflammatory cells may activate Miiller
cells, and these cells may express a wide variety of inflam-
mation related factors, such as TNF-a.”
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Table 2 Glial activation in Alzheimer’s disease.

Human retinas
Microglial activation increased MHC-I| o
Macroglial activation 4

Retinas of transgenic mice
Microglial activation increased F4/80
Morphological changes LI

47,80,84

Increased |BA-1 39,81,84

Macroglial activation increased GFAP and 5100 81,8586

Morphological changes in astrocytes 85,87,88
.7

Polarization

Retinal glia in AD

Retinal glial cells can establish significant communication
amongst themselves, which have been suggested to act as
mediators of neuronal-glial interactions, acting as sensors
for neurotransmission signals, and contributing to the main-
tenance of neuronal activity and homeostasis in the healthy
CNS.?

The glia, as a population of immune cells residing in the
retina and optic nerve, are able to activate and respond
rapidly to any type of damage.”® Changes in glial cells have
been found in the retinas of AD patients (Table 2). Upregula-
tion of MHC-Il expression (a microglial reactivity marker) has
been observed in the donor retinas of AD patients in com-
parison to those denated by normal patients. This increase
occurs in the absence of lymphocytic infiltrate, suggesting
that the pathogenesis of the retina in AD may be different
from that observed in certain areas of the brain.”

Blanks et al.” observed an increase in the proportion of
astrocytes and their immunoreactivity, especially in RGCs,
as well as in the radial processes of Miller cells in the retinas
of AD patients.

Different models of transgenic mice have been used to
study the retinal glia in AD. Ning et al." used two strains
of mouse models of AD with gene mutations for PSEN-1 and
APP to study the immunoreactivity of F4/80 glycoprotein
(mouse retinal microglial marker), monocyte chemotactic
protein1 (MCP-1), APP and A3, as well as to perform a TUNEL
test (Terminal deoxy-nucleotidyl-Uridin-triphosphate, dUPT,
Nick-End Labeling assay) which determines cell death by
apoptosis. Sample comparisons were made between differ-
ent age groups (7.8, 10.5, and 27 months) and between
transgenic mice and the wild-type control group (WT). The
results showed that there was an age-associated increase in
the inflammatory cytokine MCP-1 and the microglial marker
F4/80 in the APPswe/PSM146L transgenic mice. This sug-
gests that RGCs increase the production of MCP-1 in response
to AP, and that the microglia proliferate to the stimulation
of MCP-1. This occurs in parallel with the increased apoptosis
in the GCL.

In a study by Pérez et al.®, the retinas of
APPswe/PS1AES transgenic mice and non-transgenic
mice between 12 and 19 months of age were compared,
finding greater microglial activation in the mutant mice
than in the control group at all ages evaluated. This was
evidenced by an increase in F4/80 immunoreactivity as well
as in morphological changes, including increased thickness

in the microglial processes, which made them appear more
dendritic in the transgenic group than in the control. How-
ever, no changes were observed in cell body size. The same
study evaluated patterns of GFAP immunoreactivity, reveal-
ing similar patterns in both mutated and non-transgenic
mice regardless of age and sex. This immunoreactivity
was restricted to the distal portion of Miller cells and
astrocytes.

The retinas of Tg2576 transgenic mice studied by Liu
et al.?' showed AP plaques with increased microvascular
deposition of AR and inflammation. Immunization with Ap
and amylin hormone, or islet amyloid polypeptide (IAPP)
reduced retinal A} deposits, but increased microvascular
deposition of retinal Ap and increased neurcinflammation.
The neurcinflammation was observed to be partly due to
microglial infiltration, as evidenced by increased immunore-
activity in microglial marker IBA-1 (ionized calcium binding
adaptor molecule 1), which in some cases was associated
with a loss of retinal architecture from the GCL to the outer
nuclear layer, and partly due to astrogliosis (labeled with
anti-GFAP), which was observed in transgenic mice not only
in the NFL and in the GCL, as in the control group, but
also in the astrocyte extensions that penetrated the GCL
to reach deeper layers. Muller cell process staining was
also increased. These observations support the idea that Ap
immunotherapy increases the neuroinflammatory response
in the retina. Microglial activation and astrogliosis may play
an important role in the clearance of Ag from the CNS.*!

Macroglial cells have been found to be polarized, mean-
ing that their membranes have different domains with
differentiated molecular functions and erganization. Some
studies indicate that this polarization is lost in some dis-
eases, including AD, and that this loss is characterized by a
lack of some molecules in certain membrane domains nor-
mally rich in these, which entails a loss of normal function.
The membrane domain of the perivascular endfeet of astro-
cytesand Miller cells contains a large amount of aquaporin-4
protein (AQP4) and other integral membrane molecules that
differentiate it from the presynaptic membrane. This high
concentration of AQP4 is the result of several anchoring
mechanisms, including interaction with DAPC, a dystrophin
associated protein complex such as a-syntrophin. Enger
et al.¥ performed a mouse study to analyze the effect
of a lack of dystrophin and w«-syntrophin on the macroglia
polarization in three brain regions and in Miiller cells using
AQP4 as a marker. They concluded that both proteins played
an important role in the organization of the plasma mem-
brane molecules in the endfeet of these macroglial cells, but
that they were not solely responsible for polarization. Other
studies demonstrated how [1-integrin deletion affects the
polarized expression of AQP4 and dystrophin. In addition,
the increase of utrophin following a lack of dystrophin sug-
gests that utrophin may also play a role in structuring the
membranes of the terminal feet.®

In the study by Edwards et al.?® with 3xTG-AD mice and
a control group found signs of glial activation in Miller
cells and astrocytes in the retinas of the transgenic group.
Mller cells activation was evidenced via antibodies against
GFAP and 5100 proteins. These proteins are not normally
expressed by Muller cells, however, GFAP is expressed when
they become reactive. Astrocyte activation was evidenced
through the observation of a large number of these cells
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demonstrating a reactive hypertrophic merphology in the
3xTgAD retinas in comparison te the control group. It should
be noted that these signs of retinal glial activation preceded
the signs of glial activation in the brain. The S100B protein
increases the production of Ap, which may potentially con-
tribute to the formation of plaques. In the study by Edwards
et al. there also appeared to be an increase in the secre-
tion of the S100 protein in the retinas of the transgenic
mice, although it remains to be investigated whether this
protein is secreted by the astrocytes and Miiller cells, and
what consequences this increase has in the retina. A study
of changes in the expression of the GS enzyme in the reti-
nas of these mice was also conducted, finding no significant
changes. This was contrary to expectations, since reduced
levels of protoplasmic astrocyte expression of this enzyme
had been observed in the brain. However, it was noted that
changes in GS expression were observed mostly in astrocytes
associated with amyloid plaques, and no such plaques were
observed in the sections of the retinas of the 3xTG-AD mice
used for this study.

Studies of the retina using this 3xTgAD mouse model that
focused on the microglia also detected microglial activation,
but without conclusive results with respect to the control
group.’®

A study of 19-month-old TgF344-AD transgenic mice by
Tsai et al.” showed glial activity through GFAP expression
revealed by Milller cell staining. Although the control group
also showed this type of activity, it was much less significant
than in the transgenic mice.”

There is still a long read ahead in investigating retinal
glia to understand glial activation. Attention must be paid
to the size and number of processes in the microglia, their
protein markers of activation, and the increased number
of these cells observed in retinal diseases.’® The loss of
macroglial polarization has become a feature to be studied
in AD and its medels. Future research should address studies
with mouse lines lacking utrophin and dystrophin to provide
an additional insight into the polarization mechanisms of
macroglial cells like Miiller cells.”” Bosco et al.”* observed
early and progressive microglial activation in the retinas of
mouse models of glaucoma. Several authors describe simi-
larities between the retinal manifestations of glaucoma and
AD, so it is fair to consider that the techniques used in the
study of glia in glaucoma can be used to evaluate these cells
in the retina with AD.”

Given the functional importance of mitochondria in
microglial activation, and that mitochondrial alterations are
recognized in the brain in AD, but have not yet been eval-
uated in the retina (specifically in the retinal microglia),
it seems to be a good hypothesis that the early stages
of microglial activation can be detected using neuroimag-
ing of specific mitochondrial markers.® Along these lines,
mitochondrial translocator protein (TSPO; 18kDa), which
is expressed by reactive glia and is a biomarker of gliosis,
seems a promising candidate as a molecular marker for the
visualization of retinal inflammatory cells.”

Conclusion

As part of the CNS, and because of its similarities to brain
tissue, the retina can be analyzed to detect markers of AD,

and is therefore an important tool for visualization of the
disease. Analyses of the retinal tissue of AD patients in com-
bination with analyses of populations of transgenic mice
models reveal the changes that retinal glial cells undergo
as Alzheimer’s disease develops. The study of morpholog-
ical changes, numbers, microglial and macroglial protein
markers, microglial mitochondrial markers, and macroglial
polarization status are new opportunities for research in AD.
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