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1. ABREVIATURAS UTILIZADAS



AV: Agudeza visual.

AUC: Area bajo la curva ROC.

CCG: Capa de células ganglionares // GCL: Ganglionar cell layer.

CV: Campo visual.

CSV: Vision de sensibilidad al contraste (Contrast sensitivity vision).

CFNR: Capa de fibras nerviosas de la retina // RNFL: Retinal nerve fiber layer.

CNO: Cabeza del nervio dptico.

DIS: Diseminacién en espacio.

DIT: Diseminacion en tiempo.

DM: Desviaciéon media.

EDSS: Escala ampliada del estado de discapacidad (Expanded disability status scale).
EDI: Enhanced depth imaging.

EM: Esclerosis multiple.

EM-RR: Esclerosis multiple remitente-recurrente.

EPR: Epitelio pigmentario retiniano.

ERG: Electrorretinograma.

ETDRS: Estudio del tratamiento precoz de la retinopatia diabética (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study).

GCIPL: Complejo de capa plexiforme internay células ganglionares (Ganglion cell inner plexiform

layer).

mMGCIPL: Complejo células ganglionares maculares-capa plexiforme interna.
HD: Alta definicion (High definition).

HFA: Analizador de campo Humphrey (Humphrey field analizer).

IPL: Capa plexiforme interna (Inner Plexiform Layer).

IL: Interleucina.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

MAVC: Mejor agudeza visual corregida.



NO: Neuritis éptica // ON: Optic neuritis.

OCT: Tomografia de coherencia 6ptica (Optical coherence tomography).
PEV: Potenciales evocados visuales.

PIO: Presion intraocular.

PPCT: Espesor de coroides peripapilar (Peripapillary choroidal thickness).
RM: Resonancia magnética.

SC: Sensibilidad al contraste.

SS-OCT: Tomografia de coherencia 6ptica de barrido (Swept source optical coherence

tomography).

SD-OCT: Tomografia de coherencia éptica de dominio spectral (Spectral domain optical

coherence tomography).






2. RESUMEN



2.1 Objetivos. El objetivo fundamental de esta tesis doctoral ha sido evaluar la capacidad de
diferentes técnicas de analisis de Uultima generacién (tomografia de coherencia dptica y
Monpack One) para medir cambios en diferentes estructuras retinianas y coroideas, asi como
en la funcién visual de pacientes con esclerosis multiple con respecto a sujetos sanos. Se ha
evaluado si el nuevo software Swept-source (SS-OCT) es una buena herramienta para la
evaluacion rutinaria de pacientes con esclerosis multiple y si es capaz de detectar cambios a
nivel de la coroides. Ademas, se han correlacionado distintas mediciones de la funcién visual
extraidas mediante el dispositivo Monpack One con las mediciones estructurales mediante la
tomografia de coherencia éptica de tipo Swept-source. Por Ultimo, se ha estudiado el efecto que
un farmaco modificador de la enfermedad (Fingolimod) produce en la funcién visual y estructura

retiniana de los pacientes con esta enfermedad.

2.2 Metodologia. Se evaluaron dos cohortes de sujetos: sanos y pacientes con esclerosis
multiple. Se utilizo el dispositivo Triton (Topcon, Japdn) con un protocolo de campo amplio que
se centra tanto en la macula (ETDRS: exploracidén del estudio de retinopatia diabética de
tratamiento temprano) como en el area peripapilar (TSNIT: exploracion temporal-superior-
nasal-inferior-temporal). Se empled también el dispositivo de tomografia de coherencia dptica
Cirrus High Definition del que se extrajeron los valores de capa de fibras nerviosas de la retina
del protocolo “optic disc 200x200” y los espesores de retina y capa de células ganglionares del
protocolo “macular cube 512x128”. Se utilizé la unidad multifuncional de analisis de la visién
Monpack One (Metrovision, Francia) para integrar diferentes test y realizar una evaluacion
completa de la funcién visual. Se analizé la funcidn visual mediante la medicién de la visidn
cromatica, de la sensibilidad al contraste (con el test CSV-1000), de la agudeza visual (con

optotipos de Snellen y ETDRS) y del campo visual.

2.3 Resultados. Se observé correlacidn significativa entre pardmetros estructurales de la retina
y de la funcidn visual medidos mediante tomografia de coherencia dptica tipo Swept-source y
dispositivo Monpack One, respectivamente, especialmente entre las areas maculares internas y
las mediciones correspondientes a la sensibilidad del contraste en los indices del campo visual
(p<0.001). Se encontro un adelgazamiento macular significativo en todas las areas en pacientes
con esclerosis multiple medidas mediante la tomografia de coherencia dptica tipo Swept-source
(p<0.001). La retina peripapilar, la capa de fibras nerviosas de la retina y el espesor de la capa

de células ganglionares mostraron reducciones significativas en todos los sectores (p<0.001)



salvo en el nasal y el espesor coroideo peripapilar resulté significativamente mas delgado en los
pacientes en todas las zonas concéntricas (p<0.001). Los pacientes tratados con Fingolimod
presentaban un incremento significativo en el espesor macular y una reduccién en la agudeza

visual de bajo contraste (p<0.001) con respecto a los pacientes tratados con interferdn beta.

2.4 Conclusiones. El dispositivo multifuncién Monpack One es una herramienta rdpida y eficaz
para una completa evaluacién de los pacientes con EM. El nuevo dispositivo de tomografia de
coherencia dptica Swept-source parece ser una buena herramienta de rutina para la evaluacion
de la retina y el espesor de la coroides en pacientes con esclerosis multiple. La tomografia de
coherencia dptica de dominio espectral también permite evaluar los cambios en diferentes
estructuras oculares ocasionados por la esclerosis multiple y analizar las diferencias entre

farmacos.






3. RELACION DE LAS PUBLICACIONES QUE
COMPONEN LA TESIS



A continuacién se incluye una breve presentacién de cada trabajo justificando su unidad

tematica.

¢ Functional evaluation of the visual pathway in patients with multiple sclerosis using a
multifunction stimulator monitor. Satue M, Jarauta L, Obis J, Cipres M, Rodrigo MJ,
Almarcegui MC, Dolz |, Ara J.R, Martin J,Pablo L.E, Garcia-Martin E. J Ophthalmol.
2019;2019:2890193.

Objetivo: Se trata de un estudio de cohortes, observacional y transversal que tiene como
objetivos evaluar la capacidad de la unidad multifuncional de andlisis de la vision Monpack One
para detectar alteraciones en la funcién visual de pacientes con EM y valorar la correlacién entre
los parametros estructurales de la retina (obtenidos con OCT) y las mediciones funcionales

obtenidas mediante esta técnica.

Métodos: Se incluyeron 48 pacientes con EM y 46 controles sanos a los que se les realizé una
evaluacidn funcional completa de la via visual, incluyendo agudeza visual a bajo contraste,
sensibilidad al contraste (CSV), perimetria automatizada, potenciales evocados visuales (PEV) y
electrorretinografia (ERG). Todos estos tests se obtuvieron mediante el Monitor Monpack One
(Metrovision, Francia), una tecnologia de estimulacion multifunciéon. Las mediciones
estructurales de la retina se obtuvieron en todos los sujetos mediante OCT tipo Swept-source

(SS-OCT) Triton (Topcon, Japdn).

Resultados: Los pacientes con EM presentaron una reduccion significativa de la agudeza visual
a bajo contraste (p<0.001)y de la sensibilidad al contraste a medias (p=0.001, p=0.013) y bajas
(p=0.001, p=0.002) frecuencias espaciales. Todos los pardametros del campo visual estaban
alterados en los pacientes comparados con los controles (p<0.001). Los pacientes con EM
presentaban una reduccién significativa de la amplitud en la onda P100 de los potenciales
evocados en dreas correspondientes a la retina central (p<0.001) y a sectores inferonasal
(p=0.001) e inferotemporal (p=0.003). El patréon de ERG no mostré diferencias significativas. Si
se observaron correlaciones significativas entre pardmetros estructurales de la retina vy
parametros funcionales, especialmente entre las dreas maculares internas y las mediciones
correspondientes a la sensibilidad del contraste en los indices del campo visual.

Conclusiones: Los pacientes con EM presentan una disfuncién visual detectable con el monitor
Monpack One. Este dispositivo puede ser una herramienta rapida y eficaz para una completa

evaluacidn de la funcion visual en pacientes con EM.
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e Abilify of swept-source optical coherence tomography of detect retinal and choroidal
changes in patients with multiple sclerosis. Garcia-Martin E, Jarauta L, Vilades E, Ara JR,

Martin J, Polo V, Larrosa JM, Pablo LE, Satue M. J Ophthalmol. 2018;2018:7361212.

Objetivo: Evaluar la capacidad del nuevo dispositivo Triton OCT Swept-source (SS-OCT), para
detectar los cambios en el espesor de la retina y de la coroides en pacientes con EM, en
comparacién con un grupo de controles sanos. Este ha sido el primer estudio que evalta las
alteraciones oculares de pacientes con EM mediante la técnica de Triton SS-OCT (Topcon, Tokyo,
Japédn).

Metodologia: Se trata de un estudio de cohortes, observacional y transversal, llevado a cabo con
101 sujetos sanos y 97 pacientes afectos de EM del area sanitaria del Hospital Universitario
Miguel Servet de Zaragoza que fueron reclutados por un oftalmdlogo y un neurdlogo segun
criterios de inclusién especificos. Todos los pacientes con EM presentaban el fenotipo
remitente-recurrente de enfermedad y el diagndstico se habia llevado a cabo basandose en los
criterios clinicos y de neuroimagen proporcionados por la resonancia magnética. Mediante SS-
OCT se analizan los espesores de las diferentes capas de la retina (principalmente capa de células
ganglionares y capa de fibras finas de la retina) y el espesor de la capa de la coroides, tanto en
la zona macular como peripapilar.

Resultados: Se observé un adelgazamiento macular significativo en todas las areas EDTRS
(estudio del tratamiento precoz de la retinopatia diabética) (p<0.001) en el grupo de pacientes
con EM. La retina peripapilar y la CFNR mostraron un adelgazamiento significativo en los
pacientes en todos los sectores (p<0.001) excepto en el cuadrante nasal (p>0.05). El espesor de
la capa de células ganglionares (medida desde la CFNR hasta los limites de la capa nuclear
interna) mostraron una reduccion significativa en los pacientes en los sectores nasal (p<0.003),
inferonasal (p<0.045) ,temporal (p<0.001) y en el espesor total (p<0.001). El espesor coroideo
se redujo en el anillo macular exterior en los pacientes con EM comparados con los controles
(p<0.038).

Conclusiones: La nueva tecnologia SS-OCT detecta adelgazamiento retiniano y coroideo y un
espesor mas reducido en la retina peripapilar, CNFR y CCG en pacientes con EM, proporcionando
una mayor profundidad en el andlisis de la coroides que otros dispositivos OCT. El dispositivo SS-
OCT parece ser una buena herramienta alternativa para la evaluacidn rutinaria de pacientes con

EM.
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e Changes in peripapillary choroidal thickness in patients with multiple sclerosis. Garcia-
Martin E, Jarauta L, Pablo LE, Bambo MP, Ara JR, Martin J, Polo V, Larrosa JM, Vilades E,
Ramirez T, Satue M. Acta Ophthalmol. 2019;97(1):e77-e83.

Objetivos: Determinar el espesor de la coroides en controles sanos mediante el software
automatico del dispositivo Triton SS-OCT, definir areas con un espesor coroideo similar y medir

esas areas en pacientes con EM y compararlas con las de los controles sanos.

Metodologia: Se trata de un estudio transversal que evalla controles sanos y pacientes con EM
remitente-recurrente (EMRR). La EM fue diagnosticada siguiendo los criterios de McDonald del
2005(1) y confirmada por un neurélogo experto en EM. Fueron estudiados un total de 51 ojos
de 51 pacientes de EM y 102 ojos de 102 controles sanos. Los sujetos sanos eran divididos en
grupo de aprendizaje (51 individuos, usados para establecer zonas coroideas) y grupo de
evaluacion (otros 51 individuos, usados para comparar mediciones con pacientes EM). Se llevo
a cabo una completa valoracion neurooftalmoldgica que incluia la mejor correccién de agudeza
visual (MAVC) usando el optotipo de Snellen, campo visual mediante Humphrey Field Analyzer
(Carl-Zeiss Meditec, Dublin, California, Estados Unidos) con una estrategia SITA Standard
(programa 30-2), estudio de reflejos pupilares y motilidad ocular, examen del segmento
anterior, medicidn de la presién intraocular con tonometria de aplanacién de Goldman, estudio
de la morfologia papilar mediante fondo de ojo y un examen con SS-OCT. Ademas, para el grupo
de pacientes EM se obtuvo la escala Expanded Disability Status Scale (EDSS), la sub-escala visual

del EDSS, y la duracidn de la enfermedad.

Mediante Triton SS-OCT se analizé un disco dptico 6.0 x 6.0 mm tridimensional. Una cuadricula
de 26 x 26 centrada en el disco dptico fue generada automaticamente para medir el espesor de
la coroides peripapilar (peripapillary choroidal thickness, PPCT). Se establecieron cuatro zonas

coroideas y se compard el PPCT entre controles sanos y pacientes con EM.

Solamente se seleccionaron los ojos derechos para el andlisis estadistico ya que algunos autores

habian reportado diferencias en el espesor de la coroides entre ojos derechos e izquierdos (2,3).

Resultados: El espesor de la coroides peripapilar fue significativamente mas delgado en los
pacientes en todas las zonas concéntricas (p<0.001): 134.02+16.59 um en el grupo de EM versus
171.56 £12.43 um en el grupo control en zona 2; 182.23+20.52 versus 219.03 £17.99 um,
respectivamente, en zona 3,y 223.52+10.70 versus 259.99+£10.29 um, respectivamente, en zona

4 (la mas periférica el nervio dptico). El espesor coroideo en el grupo de EM tendia a aumentar

12



conforme nos distanciamos de la cabeza del nervio dptico, y presentaba el mismo patrén tanto
en controles como en pacientes; mds delgado en la regién superior seguido de la regidn

temporal, nasal e inferior.

Conclusiones: Los pacientes con EM mostraron un adelgazamiento coroideo comparado con los
controles sanos en todas las zonas alrededor del disco 6ptico. El tejido coroideo peripapilar
mostrd un patrén concéntrico, aumentando el espesor al aumentar la distancia desde el nervio
Optico. El nuevo software SS-OCT puede es util para evaluar el espesor de la coroides en la

practica clinica.

e Progressive functional and neuro-retinal affectation in multiple sclerosis patients
treated with fingolimod. Garcia-Martin E; Ruiz de Gopegui E; Satue M; Gil-Arribas L;
Jarauta L; Ara JR; Martin J; Fernandez FJ, Vilades E; Rodrigo MJ."J Neuroophthalmol.
2020 in press.

Se trata de un estudio de cohortes observacional, prospectivo y longitudinal de 12 meses de
seguimiento en el que fueron incluidos 78 ojos de 78 pacientes con EM tratados con Fingolimod.
Todos los pacientes fueron evaluados cada 3 meses y comparados con 32 pacientes tratados

con Interferdn beta.

Nuestro objetivo fue evaluar el efecto del Fingolimod en la funcidn visual y en la estructura
neuro-retiniana en pacientes con EM y compararlo con pacientes que eran tratados con

Interferdn beta.

La metodologia consistié en una evaluacién neurolégica y oftalmoldgica, constando ésta ultima
de una exploracién funcional mediante pruebas especificas y otra estructural mediante Spectral-

domain OCT (SD-OCT) del tipo Cirrus high definition (HD).

Nuestros resultados mostraron que los pacientes tratados con Fingolimod durante un afo
presentaron una reduccién significativa en el test de agudeza visual ETDRS con el 100% vy 1,25%
de contraste (p=0.009 y 0.008 respectivamente), alteraciones en la sensibilidad al contraste y
percepcién del color (Pelli-Robson, test CSV-1000, test Farnsworth y L’Anthony; p<0.001),
reduccion del espesor de la capa de células ganglionares (p=0.007), y un aumento medio del
espesor central macular de 2.6 micras (p=0.006). Se observé que los pacientes con EM tratados

con Interferdn beta no presentaban cambios significativos en los tests de funcion visual ni en los

13



parametros del espesor macular, pero si mostraron una reduccion significativa del espesor de la
capa de capa de células ganglionares y de la CFNR. La reduccién de las estructuras neuro-
retinianas mediante OCT fue significativamente mas llamativa en el grupo tratado con Interferén
beta, pero el grupo tratado con Fingolimod presentd un incremento significativo en el espesor

macular y una reduccion en la sensibilidad de bajo contraste (p<0.001).

En conclusidn, los pacientes con EM tratados con Fingolimod sin edema macular clinicamente
observable, presentan un cambio significativo en los pardmetros de funcién visual y un
incremento medio del espesor central macular comparado con los tratados con interferdn beta.

Estos hallazgos se deben probablemente al edema macular subclinico producido por Fingolimod.
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4. INTRODUCCION
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El tema principal de las cuatro publicaciones internacionales que componen esta tesis doctoral
se centra en el estudio de los cambios estructurales y funcionales que ocurren en la retinay en
la coroides en pacientes con esclerosis multiple (EM) mediante tecnologia de Ultima generacion

(tomografia de coherencia 6ptica y la unidad multifuncional Monpack One).

4.1 Esclerosis Multiple
La EM es la enfermedad inflamatoria y neurodegenerativa desmielinizante del sistema nervioso
central mas frecuente y supone la primera causa de discapacidad no traumatica en adultos

jévenes. Comienza en torno a los 25-30 afios y afecta con mayor frecuencia a mujeres (4).

Se considera que la EM es una patologia crénica de base autoinmune que afecta al sistema
nervioso central (SNC), en donde la inflamacion, desmielinizacién y la pérdida axonal ocurre
incluso en estadios precoces de la enfermedad. El curso evolutivo puede ser extremadamente
variable entre los diferentes pacientes, y aunque se han hecho grandes avances en las terapias
moduladoras de la enfermedad en los ultimos afios, la EM sigue siendo una de las mas

frecuentes causas de discapacidad neuroldgica en los adultos jévenes (4).

Clasicamente se ha considerado una enfermedad desmielinizante en la que la mielina que
recubre los nervios es destruida por procesos de inflamacidn y cicatrizacién; sin embargo, en los
ultimos afios, se ha demostrado que se asocian otros mecanismos de dafio axonal (5,6),
conduciendo a déficits neuroldgicos progresivos causantes de una importante discapacidad.
Existe una amplia evidencia de que este dafio axonal ocurre sin relacion con episodios
inflamatorios o autoinmunes contra la mielina, y de que esta degeneracidon axonal estd
directamente relacionada con la discapacidad funcional permanente (5,6). Multiples estudios
han demostrado que el deterioro axonal asociado a esta patologia puede ser observado y
cuantificado mediante técnicas de andlisis digital a nivel de la CFNR (7-12), sugiriéndose incluso
que la evaluacidn de la CFNR podria ser mas util que la resonancia magnética para medir la
atrofia neuronal (13). Por estos hallazgos, la evaluacién de la CFNR cada vez se utiliza mas en la
practica clinica diaria como método de monitorizacidn de la progresion de la enfermedad (14—

16).
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4.1.1

7
0.0

Epidemiologia

Gradiente latitudinal.

La relacién entre la latitud del lugar de residencia y el riesgo de desarrollar EM ha sido
extensamente documentada (17,18) (Figura 1). La mayoria de los casos de EM son
registrados en regiones donde la luz solar es menos intensa y en aquellas donde la
distancia al ecuador es mayor. Este gradiente latitudinal se observa también dentro de
diferentes paises, como en el caso de Espafia, donde el gradiente norte-sur se mantiene
(19,20). Son varios los factores que se han asociado a esta relacidn incidencia-latitud,
como la exposicion a luz ultravioleta, el déficit de vitamina D, los subproductos de la

industria y los factores genéticos (21).

Figura 1. Riesgo global de desarrollo de EM. La prevalencia de EM aumenta conforme aumenta la distancia al ecuador
en ambos hemisferios. La prevalencia es mas alta en Norte América y Europa y mas baja en Sur América, Africa Sub-
Sahariana y en Sudeste Asiatico. La incidencia mas alta parece registrarse en pacientes residentes por encima de los
42¢ de latitud. Obtenido de Tarlinton et al (73). Adaptado de “Atlas of Multiple Sclerosis 2013” Neurology 2014.

7

+* Prevalencia

Se estima que en el mundo padecen EM un total de 2,5 millones de personas, y en Europa afecta

a 700.000 personas (22). El alto impacto sanitario, econémico y social de la EM hace prioritario

conocer y manejar cifras vdlidas de su frecuencia y distribucidn en Espafia a efectos de

planificacién sanitaria.

La evidencia bibliografica demuestra que se ha producido un aumento real de la prevalencia

mundial de la enfermedad a lo largo de las ultimas décadas (23).
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En las regiones tradicionalmente consideradas de alto riesgo de EM, como el sur de Canada, el
norte de Estados Unidos, las islas Britdnicas y Escandinavia, se han documentado las
prevalencias mas altas del mundo. Areas de prevalencia cldsicamente medias (Espafia, Italia...)
se consideran en la actualidad regiones de medio y alto riesgo, en torno a los 100 casos por
100.000 habitantes(23). Paises de Oriente Medio, como Irdn o Turquia, o algunos paises
latinoamericanos estan publicando cifras en el rango medio cuando previamente se ubicaban

en el rango bajo.

La incidencia de EM esta aumentando en las dreas mas meridionales del planeta, mientras en el
norte de Europa y Norteamérica se mantiene estable desde 1980, lo que contribuye a la

atenuacidn del clasico gradiente latitudinal descrito por Kutzke (24,25).

El aumento de la prevalencia de la enfermedad estd ocurriendo fundamentalmente a expensas
de un numero creciente de casos en mujeres (26). Ademas, las mujeres tienen mas
probabilidades de comenzar mds precozmente, de desarrollar EM clinicamente definida tras un
sindrome clinico aislado (CIS), de tener mas lesiones inflamatorias en la resonancia magnética y

mas brotes que los hombres (27).

4.1.2 Etiologia y factores de riesgo.

¢ Susceptibilidad Genética.

El papel de los factores de riesgo genético para determinar susceptibilidad a la EM se evidencia
por la agregacion familiar de la enfermedad. En la década de los afios sesenta, MacKay et al.,
encontraron que el riesgo de desarrollar EM es 20 veces mayor en familiares de primer grado

de consanguinidad de pacientes con EM que en la poblacidn general (28).

Estos hallazgos fueron luego corroborados por Sadovnick et al, en 1988 (29), quienes
desarrollaron un estudio sistematico ajustado por edad, encontrando mayor riesgo de la
enfermedad a medida que la relacidon era mds cercana. Mas recientemente, Willer et al.(30)
desarrollaron un estudio poblacional de 370 casos de EM en Canadd, encontrando una
concordancia del 25.3% en gemelos monocigdticos, 5.4% en dicigdticos y 2.9% en hermanos no
gemelos. A pesar de lo anterior, el comun denominador de todos los estudios hasta la fecha

publicados, es que no se pueda establecer un patrén de herencia légico ni determinado.

El alto riesgo de un diagndstico de EM entre individuos estrechamente relacionados sugiere un
vinculo entre el haplotipo HLA y la enfermedad, como se ha observado en grandes estudios del
Genome Wide Association Studies (GWAS ) para el alelo HLA DRB1 * 15: 01, considerado como

el factor de riesgo genético mas importante para la EM, y en particular para una edad de
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aparicion mas precoz (31). Los mecanismos exactos por los que este gen HLA-DRB1 situado
dentro del complejo mayor de histocompatibilidad en el superlocus del cromosoma 6p21,

influyen en la susceptibilidad a la EM, permanecen sin definir (32).

También ha habido al menos otros 11 alelos HLA estadisticamente asociados con el riesgo de
EM. Varios estudios con gran tamafio muestral de GWAS (algunos incluyen hasta 80.000
individuos) han identificado hasta 200 variantes genéticas no HLA asociadas estadisticamente

con el riesgo de EM (21).

En estos amplios estudios se concluye que existe un porcentaje de genes que proporcionan
heredabilidad, algunos relacionados y no relacionados con el HLA. Estos genes expresan
proteinas, sobre todo en el sistema inmunitario, con una accidon fundamentalmente reguladora,
y las vias implicadas son las vias para el desarrollo, la maduracidn y la diferenciacién terminal de
células del sistema inmunitario. En definitiva, hay un potencial regulatorio de los genes,
fundamentalmente en el sistema inmunitario y no tanto en el sistema nervioso, que explica que
la EM sea una enfermedad inmunomediada, con una predisposicién genética vinculada a la

inmunidad (33).

++» Radiacién Ultravioleta (UV) y vitamina D.

Existe evidencia limitada para explicar el papel que tiene la latitud en la fisiopatologia de la EM.
La teoria mads plausible que explica que la mayoria de los casos sean diagnosticados a altas
latitudes es la menor exposicion a la luz solar. La escasa produccion de vitamina D en aquellas
personas con menos exposiciéon parece explicar la relacion existente entra la latitud y los
diferentes riesgos de desarrollar EM(34). Varios estudios han puesto de relieve la intensa
relacidn entre los valores de vitamina D y el riesgo de EM (riesgo aumentado aproximadamente

x2 )(35-37).

Enrelacidn a la intensidad de las radiaciones ultravioletas, esenciales para la sintesis de vitamina
D en la piel (38), son menores en latitudes norte. Becklund et al. (39) sugieren que las radiaciones
ultravioletas previenen de la migracién de células inflamatorias dentro del SNC por inhibicion
local de las citoquinas y por un aumento sistémico del efecto inmunosupresor de IL-10. Estos
estudios ponen en relieve los posibles efectos inmunomoduladores potentes de la vitamina D.
En esta linea de inmunomodulacién, se ha visto que el calcitriol, la forma activa de la Vitamina
D, ha sido altamente efectivo en el tratamiento de modelos experimentales de enfermedades
autoinmunes, lo cual refuerza su uso potencial en la EM. Estas acciones parecen estar mediadas

por la capacidad de Vitamina D para inducir la IL-10 (40).
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En una reciente revisidon del 2020, de Bradshow M et al. (41), concluyen que niveles bajos de
Vitamina D son un factor de riesgo para el desarrollo de EM y que pacientes con déficit podrian
tener mas riesgo de tener una EM con actividad y por tanto mas agresiva, aunque se requieren

mas estudios para llegar a conclusiones mas significativas.

Durante el embarazo, los niveles de vitamina D de la mujer podrian ser un factor de riesgo para
el desarrollo de EM en el futuro nifio. Los estudios muestran que el mes del nacimiento se
correlaciona con el riesgo de EM, indicando la asociacién entre la exposicién a la luz solar

materna, los niveles de vitamina D durante la gestacién y el déficit de vitamina D en el feto (42).

/7

+* Estilo de vida.

Existe variada evidencia cientifica que relaciona factores del estilo de vida con un mayor riesgo
de desarrollar EM o un aumento de riesgo de progresion de la enfermedad. Estos factores, en
su mayoria modificables, son la obesidad (43,44), la dieta (45), los cambios en el microbiota
intestinal (46,47), el tabaquismo (48), la exposicidn a productos quimicos industriales como los

disolventes organicos, metales pesados (49) y un estilo de vida "urbano”.

En relacién a la dieta, uno de los ingredientes que puede promover el desarrollo de
enfermedades autoinmunes es el cloruro sédico (sal), (50,51). A esta conclusién llegaron dos
grupos independientes (52,53), argumentando que la sal podia estimular la induccidn de células
productoras de IL-17 a partir de células T CD4+, y que un alto consumo de sal podria
desencadenar inflamacién tisular y procesos autoinmunes. Sin embargo, aun no se ha
demostrado si el consumo de sal estd causalmente relacionado con el desarrollo de

enfermedades autoinmunes en los seres humanos.

¢+ Virus y otros factores ambientales

La evidencia epidemiolégica de la implicacion del VEB (Virus de Epstein-Barr) en la EM se basa
en estudios donde se observa que el riesgo de EM es mucho mayor en los individuos que han
padecido mononucleosis infecciosa que en los que no la han padecido (riesgo 2 a 3 veces mayor)
(54). Por el contrario, algunos estudios postulan el efecto protector de la seropositividad al CMV

sobre el riesgo de padecer EM (55).
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Otro factor de riesgo viral es el de la expresién retroviral enddgena (21). Los retrovirus
endogenos (RVE) son secuencias gendmicas repetitivas que estan presentes en la mayoria de los
vertebrados. Revisiones sistematicas recientes y metaanalisis con amplio nimero de estudios
sefalan claramente que los pacientes con EM sobreexpresan el ARN de la familia RVEH en
comparacién con los controles sanos (56). Otras familias de RVE cuya expresidon se ha asociado

con la EM incluyen: HERV-H, HERVFc1 en el cromosoma X y HERV-K y HERVW(56).

La hipdtesis de la higiene(57), segun la cual la exposicion a infecciones genéricas en una etapa
temprana de la vida mejora el desarrollo de un sistema inmunorregulador y disminuye la
actividad de las células T autorreactivas en edades mas avanzadas, podria explicar esta vision de

la patogénesis.

4.1.3 Manifestaciones clinicas y formas evolutivas.

La EM es una enfermedad heterogénea, con un gran abanico de manifestaciones clinicas, un

prondstico impredecible y con una amplia variabilidad interindividual.

Los sintomas mas frecuentes de la EM corresponden a deficiencias de diferentes sistemas
funcionales: movimiento, sensibilidad, visién, coordinacion y del equilibrio. Otros sintomas a lo
largo de la evolucién son: dolor y fatiga, alteraciones esfinterianas y sexuales, disfunciones

cognitivas y psico-emocionales, de la voz del lenguaje y de la deglucién.

La forma de debut mas frecuente es en forma de “brote”, definido como la aparicién de nuevos
sintomas o el empeoramiento de alguno previo, que dura mas de 24 horas ( con inicio subagudo
o progresivo). Un brote refleja la aparicion de una nueva placa o la reactivacién y crecimiento
de alguna existente. Es la forma de aparicion mas frecuente en individuos jovenes y puede dar
clinica de neuritis dptica, afectacion del troncoencéfalo o cerebelo, mielitis o disfuncién cerebral

hemisférica.

La evolucién clinica de la EM es igualmente diversa, pero la inmensa mayoria de los pacientes
pueden ser catalogados en una de las categorias definidas por Lublin y col. (58,59) (figura 2). La
forma remitente-recurrente (EMRR) es la mas frecuente, representando aproximadamente el

85% de los pacientes (60).
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Figura 2. Formas evolutivas de EM. Obtenido de Guia de manejo del paciente con esclerosis multiple. Adaptado de:
Lublin FD et al. Defining the clinical course of multiple sclerosis: the 2013 revisions. Neurology. 2014,83(3):278

En la actualidad no se puede predecir para un paciente concreto cudl serd su evolucién en
términos de brotes, incremento de la discapacidad o cambio a una forma progresiva, aunque
existen datos analiticos y radiolégicos que pueden ayudar a orientar, en cierta medida, el
pronéstico. El promedio de edad a la que se alcanza una discapacidad severa (EDSS 6) es 55-60
afios. En series mas recientes parece que existe una tendencia a describir una aparicion mas
tardia de la discapacidad residual. El 50% de los pacientes con EM primaria progresiva han

alcanzado EDSS 6 a los 7-14 afios del inicio de la enfermedad (59).

23




4.1.4 Diagnéstico.

El diagndstico de la EM se basa en las manifestaciones clinicas, los datos de la RM de cerebro y
médula, la deteccién de bandas oligoclonales de IgG en LCR y la exclusién de otras

enfermedades.

Los criterios diagnésticos de la EM han evolucionado a través del tiempo. En el aifio 2001 se
publicaron los primeros criterios de McDonald (61), los cuales destacaron la importancia de la
RM en la objetivacién de la diseminacién de la enfermedad en el tiempo y en el espacio. Dichos
criterios se han modificado a través del tiempo, con las revisiones del 2005 (62) y del 2010 (63),

estando actualmente en vigor los ultimos criterios revisados de McDonald 2017.

A pesar de que los criterios diagndsticos mas recientes son los comentados del 2017, en nuestros
estudios se utilizaron los criterios de McDonald revisados del 2001, 2005 y del 2010, ya que los
pacientes de la base de datos utilizada habian sido diagnosticados hacia varios afos, antes de

los nuevos criterios revisados del 2017.

La nueva version de los criterios diagndsticos de McDonald 2010 simplificaba los criterios de
McDonald 2005 preservando su especificidad y mejorando su sensibilidad. Las principales
modificaciones en esta nueva version de los criterios de McDonald son (64): La simplificacion de
los criterios de diseminacidn en tiempo (DIT) y diseminacién en espacio (DIS), tanto en las formas
recurrentes como en las primarias progresivas. Y la posibilidad de establecer el diagndstico de

EM con una Unica RM obtenida en cualquier momento tras el inicio de los sintomas.

La DIT por RM en los criterios de McDonald 2005 (62) se basa en los criterios de Barkhof (65) y
Tintoré (66), que presentan una alta sensibilidad y especificidad, pero su aplicacion es compleja
en aquellos sin experiencia en neurorradiologia. Es por ello que en la revisién del 2010, estos
criterios fueron modificados por Montalbdan et al. (67). En cuanto a la DIS, en los criterios de
McDonald del 2010 (63), Swanton et al. (68,69) simplificaron dichos criterios con el fin de poder
ser aplicados de manera sencilla en la practica neuroldgica sin comprometer la sensibilidad y la
especificidad. Se adjunta una tabla con las principales diferencias entre los criterios del 2001,

2005y 2010 (tabla 1).
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DIS 3 0o més: 3 0o mas: Al menos una lesién en T2 como minimo en 2 zonas
tipicas de la EM: Swanton
29 lesiones en T2 o 21 lesion 29 lesiones en T2 0 21 Periventricular
captante Gd lesién captante Gd
>3 lesiones periventriculares >3 |esiones Yuxtacortical
periventriculares
>1 lesidn yuxtacortical >1 lesion yuxtacortical Infratentorial
>1 lesion fosa posterior 21 lesion fosa Médula espinal
posterior o médula
1 lesion medular puede Cualquier nimero de Todas las lesiones sintomaticas en tronco o médula
reemplazar a una lesion lesiones medulares son excluidas.
cerebral puede estar incluida
en el contaje.
DIT 1) 21 lesién captante el Barkof/Tintoré Montalban

menos 3 meses después del
primer brote.

2) 1 nueva lesion T2 con
respecto a una RM realizada
al menos 3 meses después
del primer brote.

1) 21 lesién captante
el menos 3 meses
después del primer
brote.

2) 1 nueva lesion T2
con respecto a una
RM basal realizada al
menos 1 mes después
del primer brote.

1)Presencia simultdnea de lesiones asintométicas
captantes y no captantes en una RM realizada en
cualquier momento.

2) 1 lesion nueva T2 o 1 lesidn captante en una RM
de seguimiento realizada en cualquier momento.

Tabla 1. Diferencias en criterios de RM entre McDonald 2001, 2005 y 2010. Adaptado de: Milo R,
Miller A. Revised diagnostic criteria of multiple sclerosis.(59).

En la dltima revisién de los criterios del 2017 (Thompson et al (70)), se pretendia simplificar y
optimizar el uso de los mismos, facilitando asi el diagndstico precoz de EM, preservando la
especificidad de estos criterios y reduciendo falsos diagndsticos. Los cambios que se realizaron

respecto a los criterios del 2010 fueron (71,72):

1. En pacientes con un sindrome clinicamente aislado tipico y una demostracion clinica o de RM
de diseminacidn en el espacio, la presencia de bandas oligoclonales especificas de LCR permite

un diagndstico de esclerosis multiple.

2. Las lesiones sintomaticas pueden usarse para demostrar la diseminacién en el espacio o el

tiempo en pacientes con sindrome supratentorial, infratentorial o de médula espinal.

3. Las lesiones corticales pueden usarse para demostrar la diseminacion en el espacio.
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4.1.5 Biomarcadores.

La busqueda de biomarcadores en la EM es uno de los objetivos de la investigacién en este
campo en la actualidad, con el objetivo de avanzar de una forma mas rapida en el prondstico y

el tratamiento de los pacientes, y en su manejo individualizado.

En general, se distinguen diferentes biomarcadores segun su finalidad: diagndsticos, de eleccion

de tratamiento, de respuesta al tratamiento y prondsticos.

Desde un punto de vista de imagen, destacan la Resonancia magnética (RM) y la Tomografia de

coherencia dptica (OCT).

Existen evidentes y claras recomendaciones para implementar la RM no sélo en el diagndstico
sino también en el prondstico y monitorizacién de pacientes con EM, tanto en aquellos tratados
como en los que no reciben tratamiento. En paralelo, se han descrito parametros mas recientes
y especificos de las lesiones en la RM (por ejemplo, la presencia de venas centrales en las mismas
lesiones) y la evidencia a favor de la incorporacién del volumen cerebral como un marcador de

progresion esta creciendo en los ultimos afios (73).

En relacidn a la OCT, es ampliamente conocido su papel como biomarcador en la EM, no sélo
como apoyo al diagndstico si no también como marcador de progresidén y prondstico en esta
patologia (11). El grosor de la CFNR (capa de fibras nerviosas de la retina) y de la CCG ( capa de
células ganglionares) se ve afectado en la EM y su adelgazamiento esta relacionado con
parametros clinicos y paraclinicos: discapacidad fisica, trastornos cognitivos y atrofia cerebral
en la RM(74). Los estudios sugieren que los cambios en la retina medidos por OCT son un

marcador de pérdida axonal general y de neurodegeneracién.

Con respecto a los biomarcadores en fluidos corporales, CHI3L1 y la cadena ligera de los
neurofilamentos (NF-L), se estan considerando como poderosos marcadores prondstico en
pacientes con CIS (sindrome clinico aislado), no sélo en términos de prediccidn de la conversion
a EM sino también como indicador en el desarrollo de discapacidad, por lo que, probablemente,
se considere incorporarlos en la rutina de la practica clinica diaria (73). Otro estudio reciente, de
Olesen et al., en 2019 (75), estudiaron el liquido cefalorraquideo (LCR) en busca de nuevos

biomarcadores, observando que los niveles de TNF-a, IL-10, CXCL13 y NF-L estaban asociados
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con el desarrollo de EM en pacientes con un episodio de neuritis dptica (NO), sugiriendo que los
procesos de inflamacidon y neurodegeneracidon ocurren precozmente. Basandose en los
diagndsticos posteriores, observaron que estas moléculas en el LCR tenian un alto valor
predictivo positivo en el desarrollo de EM, proclamandolos como potentes candidatos a ser

biomarcadores de rutina.

Otros marcadores como la proteina SLC9A9 o el inflamasoma NLRP3 necesitan mayores

confirmaciones en estudios independientes.

Finalmente, biomarcadores en pacientes tratados con Natalizumab, como las bandas
oligoclonales IgM en el liquido cefalorraquideo (LCR) y la proteina CD62L en la sangre periférica,
pueden ayudar a mejorar los actuales algoritmos para evaluar el riesgo en desarrollar una

leucoencefalopatia multifocal progresiva.

A pesar de que se necesitan mas estudios, se ha conseguido un gran progreso en el campo de
los biomarcadores en la EM (73) ( figura 3), sugiriendo que la medicina de precisidn, una utopia

en el pasado, esta convirtiéndose poco a poco en una realidad en esta patologia.

Figura 3. Resumen de los biomarcadores publicados recientemente en EM. CD62L: L-selectina; CIS: sindrome
clinico aislado; LCR: liquido cefalorraquideo; fMR: resonancia magnética funcional; IFNb: interferén beta; IL-1b:
interleukin-1 beta; NLRP3: familia NRL dominio pirina 3; PBMC: células mononucleares en sangre periférica; LMP:
leucoencefalopatia multifocal progresiva; SLC9A9: familia de portadores 9, subfamilia A. Obtenido de “Precision
medicine in multiple sclerosis”, Comabella et al.(136)
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4.1.6 Tratamiento modificador de la enfermedad.

Los farmacos modificadores de la enfermedad (FME) aprobados en pacientes afectos de
EM varian en funcién de las diferentes formas clinicas de presentacion (figura 4) (59). Estas
terapias no curan la enfermedad pero previenen la aparicién de nuevos brotes, haciendo
gue estos sean mas leves y que la discapacidad aparezca mas tardiamente. No son
farmacos equivalentes, son diferentes en su composicidon, via de administracién,
absorcién, mecanismo de accién o dosis, por lo que se deberan tener en cuenta las

preferencias individuales de cada paciente (76).

La evidencia cientifica ha demostrado que su uso en fases tempranas reduce la tasa anual
de brotes y la aparicidon de nuevas lesiones inflamatorias en la RM, asi como una modesta
reduccion en la acumulacién de discapacidad (77). La importancia de tratar la enfermedad
lo mas cercana al diagndstico radica en que, por ahora, los tratamientos modificadores de
la enfermedad actian en la fase inflamatoria y en mucho menos grado en la
neurodegenerativa. También es importante el tratamiento sintomatico de la enfermedad,
ya que es la base para una mejora en la calidad de vida y la integracién del paciente en el

mundo laboral y en sus actividades familiares y sociales.
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Figura 4. Farmacos modificadores de la enfermedad aprobados segun presentacion
clinica de EM. Obtenido de Guia para el manejo del paciente con EM(15).
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4.2 Esclerosis Multiple y vision.

Las alteraciones visuales que presentan los pacientes con EM a menudo son infradiagnosticadas
porque no suelen ser obvias para los pacientes, por lo que el clinico debe preguntar

directamente por sintomas y signos visuales.

En una revisién llevada a cabo por el Comité norte americano de investigacion en EM, el 60% de
9107 pacientes reportaron alteraciones visuales. De éstos, el 14% referian intensidad de

sintomas moderada/severa/muy severa (78).

La clinica visual mas frecuente suele presentarse como reduccién de la agudeza visual y
alteracion del color, como en casos de neuritis dptica (NO) o alteraciones de la motilidad ocular.

Ademas, algunos farmacos modificadores de la enfermedad pueden afectar a la vision (79).

% Neuritis Optica

Se trata de la inflamacion del nervio dptico y puede ocurrir en el contexto de la EM o de la
neuromielitis dptica. También puede deberse a infecciones o a otras condiciones inmunoldgicas.
La clinica tipica tiene un curso subagudo con pérdida unilateral de la visién, dolor a la
movilizacién ocular, alteracion del reflejo pupilar a la luz y alteracion en la visién del color. La
pérdida visual se desarrolla tipicamente en unas horas o dias y la intensidad es muy variable,
siendo normalmente autolimitada en varias semanas. La NO es el sintoma de debut de la EM en
el 20% de los pacientes (80,81). Un estudio de cohortes americano siguié a una serie de
pacientes con NO unilateral que no cumplian criterios de EM. Después de 15 afios, la mitad de
los pacientes habian sido diagnosticados de EM. El riesgo de desarrollar EM después de un

episodio de NO es mas elevado en los primeros 5 afios (82).

En estos pacientes, ademas de evaluar la agudeza visual (AV), se deben evaluar los campos
visuales y comprobar la visién al color con el test de Ishihara o los test de Farnsworth 15D y
L'Anthony 15D y la sensibilidad al contraste (que afecta a la calidad de la visidn, especialmente

al reconocimiento de caras, lectura y otras actividades de la vida diaria) (83).
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«» Alteraciones de la motilidad ocular

1. Oftalmoplejia Internuclear

Una forma muy frecuente de alteracién de la motilidad es la oftalmoplejia internuclear, que se
estima afecta a mas del 20% de los pacientes (84). Este signo se produce por el dafo del fasciculo
longitudinal medial en el tronco-encéfalo produciéndose una disrupcidn en las vias entre el
nucleo del nervio abducens (VI par craneal) en la protuberancia y el nucleo del nervio motor
ocular comun (lll par craneal) en el mesencéfalo contralateral con la consecuente mirada lateral
disconjugada. En una lesion del fasciculo longitudinal medial izquierdo, al pedir al paciente que
mire de derecha a izquierda en el plano horizontal, podemos observar una limitacién en la
aduccion del ojo ipsilateral a la lesién mientras que la abduccién del ojo contralateral mostrara
un nistagmo horizontal (85). La convergencia esta normalmente preservada, salvo que la lesion
sea mas extensa. La oftalmoplejia internuclear puede ser uni o bilateral (86) y puede deberse a

otras causas como vascular, infecciosa, traumatica o por presencia de neoplasias (figura 5).

Figura 5. Representacion de una oftalmoplejia internuclear por
lesién del fasciculo longitudinal medial izquierdo.
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2. Lesién de los nervios oculomotores.

La EM raramente provoca paralisis de nervios craneales aislados, pero en ocasiones puede verse
como debut o durante un brote (87), por lo que en pacientes jovenes es importante tener en
cuenta la EM como posible etiologia. El principal sintoma de una paresia es la diplopia, y los
nervios mas comunmente afectados son el VI par craneal (abducens) y el lll par craneal (motor
ocular comun). Otras veces las lesiones en tronco-encéfalo pueden dar serias disfunciones de la
mirada lateral, pero son relativamente raras. En estos casos, los pacientes no son capaces de

mover sus ojos en el plano horizontal, a uno u ambos lados (88).

3. Trastornos de fijacion.

Estos signos son bastante frecuentes en EM. Son producto de la desmielinizacién del cerebelo o

de los tractos entre el cerebelo y el tronco-encéfalo (89).

Las sacadas son movimientos breves y rapidos de los ojos donde los ojos cambian el enfoque de
un objeto a otro. Al examinar los movimientos oculares sacadicos, se le pide al paciente que
cambie su mirada hacia un lado de un objeto a otro. En las dismetrias sacddicas, la mirada del
paciente se pasa o socava el objeto objetivo. Los ojos del paciente suelen hacer movimientos

correctivos de ida y vuelta antes de finalmente lograr fijar el objeto.

El nistagmo se refiere a movimientos oculares involuntarios y ritmicos en asociacién con una
capacidad reducida para mantener la fijacidn. Hasta uno de cada 5 pacientes con EM
experimenta nistagmo patolégico (88). Puede ocurrir cuando los ojos estan en una posicion
central o cuando la mirada se mueve en una direccién particular. La forma mas comun en la EM

es el nistagmo evocado por la mirada. Otras formas de nistagmo son el pendulary el vertical.

Las intrusiones sacddicas son movimientos oculares disruptivos que surgen cuando un paciente
intenta enfocarse en un objeto. Existen varios tipos en pacientes con EM: sacudidas de onda

cuadrada (“square wave jerks”), opsoclonus y aleteo ocular (88).
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+»+» Disfuncién visual inducida por medicacidn

Las guias de manejo de la EM recomiendan que los pacientes con diagndstico de EMRR reciban
farmacos modificadores de la enfermedad cuanto antes. Sin embargo, sabemos que algunos de

estos farmacos pueden afectar a la funcidn visual.

El mas conocido es el Fingolimod, un fdrmaco modulador de la esfingosina I-fosfato que bloquea
la capacidad de los linfocitos para salir de los nddulos linfaticos y disminuir asi su accién
inflamatoria. Esté farmaco puede producir edema macular, manifestado como metamorfopsia
(en la que se observan lineas onduladas cuando se mira una cuadricula de lineas rectas) y da
lugar a una discapacidad visual. Los pacientes tratados con Fingolimod deben ser evaluados por
un oftalmdlogo antes y a los 3-4 meses después del inicio de tratamiento dado que se ha

notificado edema macular con o sin sintomas visuales en el 0,5% de los pacientes tratados (90).

Natalizumab, otro inmunosupresor potente utilizado también en formas agresivas de EM, puede
afectar a la visidon. Aproximadamente 4 de cada 1000 pacientes tratados desarrollan leucoen-
cefalopatia multifocal progresiva, causada por el virus JC (John Cunningham). Esta patologia es
potencialmente mortal, y en 1 de cada 4 pacientes se manifiesta con hemianopsia (91). También
se han descrito casos de necrosis retiniana en estos pacientes, con un riesgo muy elevado de

pérdida visual severa (92).
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4.3 Esclerosis Multiple y su relacién con estructuras oculares.

/7

% Retina

La retina es una extension del sistema nervioso central que contiene fotorreceptores, neuronas
y axones del nervio dptico. Es la capa mds interna del globo ocular y su funcién es la de recibir
sefiales luminicas y convertirlas en sefiales eléctricas que viajan hasta llegar al I6bulo occipital

donde se procesa la informacién que nos permite ver.

La macula, en el polo posterior, alberga en su centro la févea, que es la zona de maxima visién
con sélo dos capas, epitelio pigmentario y conos. Segln nos alejamos hacia la retina periférica,
disminuye el nimero de conos aumentando el nimero de bastones hasta llegar a la ora serrata,

que es el limite anterior de la retina ( Figura 6)(93).

Figura 6. Macula con la depresién foveal. Obtenido de Rios Zuluaga JD C. et al. Univ Med. 2017.

Durante el desarrollo embrioldgico de los vertebrados la retina y el nervio dptico aparecen como
esbozos del encéfalo, por lo que la retina se considera parte integrante del sistema nervioso
central (SNC), siendo la Unica parte de éste que se puede examinar visualmente de forma directa
(94). Este hecho convierte al tejido retiniano en una ventana que permite inspeccionar una parte
del SNCy del sistema cardiovascular. La retina mantiene sus conexiones con el SNC a través de
un haz de fibras, el nervio dptico, siendo por tanto la parte especializada del sistema nervioso

cuya funcién es recoger, elaborar y transmitir las sensaciones visuales.
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El espesor de la retina varia en el rango de las 100 a 500 um. El espesor de la retina difiere en
funcidn de la localizacion topografica. En la ora serrata es de 0.1 mm, en el ecuador de 0.18 mm
y su maximo grosor se encuentra alrededor del nervio éptico, donde llega a medir 0.56 mm, ya
gue es en este punto donde la capa de fibras nerviosas incrementa su espesor y es la Unica

estructura de la retina que continla para convertirse en el nervio éptico (95).

La retina se compone de una serie de capas de células y de sinapsis que se pueden subdividir de
forma general en una capa epitelial externa (conocida como epitelio retiniano o también epitelio
pigmentario de la retina [EPR]), y una capa interna sensorial (que se conoce como retina
neurosensorial o neurorretina). La neurorretina o retina neural tiene nueve capas que, de fuera
a dentro, son: capa de fotorreceptores (conos y bastones), capa limitante externa, capa nuclear
externa, capa plexiforme externa, capa nuclear interna, capa plexiforme interna, capa de células

ganglionares, capa de fibras nerviosas y capa limitante interna (figura 7) (96).

Figura 7. Esquema de la anatomia macular y su correlacién con la OCT Cirrus. ML: membrana limitante
interna, CFNR: capa de fibras nerviosas de la retina, PLI: plexiforme interna, PLE: plexiforme externa,
MLE: membrana limitante externa, IS: segmento interno fororreceptores, 1S-OS: unién segmento
interno-externo fotorreceptores, NI: nuclear interna, NE: nuclear externa, OS: segmento externo
fotorreceptores, EPR: epitelio segmentario retina, MB: membrana de Bruch. Obtenida de(166).

En relacion a las alteraciones estructurales de la retina en pacientes con EM, se ha sugerido la
capa de fibras nerviosas de la retina peripapilar (pCFNR), compuesta de axones amielinicos,
como un biomarcador que representa la degeneracién axonal en el cerebro de pacientes con
EM (97). Ya existe mucha evidencia de que el analisis microestructural a nivel axonal mediante
tecnologia OCT es Uutil para detectar la degeneracion temprana y monitorizar la progresion de la
enfermedad vy la eficacia del tratamiento(11,98-101). Varios estudios han demostrado mediante
SD-OCT que el espesor del complejo de células ganglionares maculares-capa plexiforme interna

(mGCIPL) muestra una mejor correlacién con la funcién visual y la discapacidad clinica en la EM
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que la CFNR, incluso en etapas iniciales de la enfermedad (102). La tasa de adelgazamiento de
mMGCIPL se acelera en pacientes con actividad inflamatoria y se correlaciona fuertemente con la

atrofia cerebral, particularmente la atrofia de la materia gris, con el tiempo (103).

+* Coroides

La coroides es la parte mas posterior de la Uvea, representando dos tercios de la misma. Se
extiende desde el nervio dptico hasta el cuerpo ciliar, situdndose entre la esclerdtica por fuera
y la retina por dentro. Es un tejido de apariencia esponjosa, pigmentado y altamente

vascularizado con mayor espesor en la parte posterior que en la parte anterior (104).

Es una capa fina, de entre 0.5 y 0.75 mm, llena de canales vasculares de mayor tamano en la
porcidon mas externa y de menor conforme se aproximan a la retina, hasta formar un conjunto
de capilares debajo del epitelio pigmentario retiniano (EPR). La coroides consta de cuatro capas

(105) :

e Capa supracoroidea: es la capa mas externa y no tiene vasos propios.

e Estroma o capa vascular: esta formada por vasos sanguineos rodeados de tejido
conectivo que contiene fibroblastos y melanocitos entre otras células. Se divide a su vez
en dos capas: la externa o capa de Haller y la interna o capa de Sattler.

e Capa coriocapilar: es la porcion capilar de la coroides. Sus capilares son gruesos,
fenestrados y de pared delgada, permitiendo asi el paso simultaneo de varios eritrocitos
y el intercambio de muchas moléculas.

e Membrana de Bruch: es la parte mas interna de la coroides y sefiala el limite entre el

EPRy la coriocapilar.

Una de las principales funciones de la coroides es irrigar y aportar nutrientes (oxigeno y glucosa)
a las capas mas externas de la retina, fundamentalmente a los fotorreceptores y al EPR. Esto es
posible por la extensa red capilar con flujo sanguineo muy rapido y poros orientados hacia la
cara externa de la retina, donde se produce un elevado gradiente para la difusién de oxigeno
hacia las capas externas de la retina y una baja concentracidon de productos de desecho,

intensificdndose asi su eliminacién desde la retina (104,105).

36



A nivel estructural, el adelgazamiento coroideo se ha considerado cada vez mds importante en
los ultimos afios, porque se ha asociado con algunas patologias oftalmoldgicas como Ia
degeneracion macular relacionada con la edad, y también en enfermedades
neurodegenerativas, entre otras, la esclerosis multiple (106,107). Ademas, se ha utilizado para
revelar asociaciones entre el estado de la coroides y los estadios de diferentes patologias

(108,109).

Esen et al. (108) investigaron el espesor de la coroides en pacientes con EM mediante OCT y
observaron una disminucion significativa respecto a controles sanos. Este estudio sugeria que la
reduccion del espesor coroideo se produce independientemente al adelgazamiento de la CFNR.
Teorizan que esto se explica porque los cambios en la CFNR son la consecuencia de los procesos
neurodegenerativos e inflamatorios primarios, mientras que los cambios coroideos surgen como

resultado de la desregulacién vascular sistémica secundaria en la EM.
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5. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
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Con el rapido desarrollo de nuevas terapias modificadoras del curso de la EM es necesario
mejorar nuestra capacidad de diagnosticar de forma precoz y de monitorizar la progresién de la
enfermedad a lo largo del tiempo. La tomografia de coherencia éptica de dominio espectral de
alta resolucién ha proporcionado un medio para detectar y monitorizar los cambios sutiles en la
retina y el nervio dptico in vivo, informando desde etapas precoces de la existencia de dano

axonal es estas estructuras de tan facil acceso.

La correlacion entre el dafio axonal en la retina y la EM estd ampliamente descrita por multiples
autores. La atrofia del nervio dptico y el adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas de la
retina peripapilar (pCFNR) son dos hallazgos tipicos de los pacientes con EM. El dafio axonal
ocurre desde las primeras etapas de la enfermedad, y su relacidn con la desmielinizacién aun es
imprecisa (5,6). El dafio axonal se considera la principal causa de discapacidad (110-112),
pudiendo ser detectado y cuantificado a nivel de la CFNR utilizando tecnologias de imagen

ocular, como la OCT (7-9,112).

Parisi et al. (113) fue el primero en describir la disminucion del espesor de la pRFNL en la EM
mediante la antigua generacién de OCT. Desde entonces, la evolucidn de estos dispositivos ha
permitido un estudio de segmentacion mads preciso para cuantificar las capas mas profundas de
la retina (114). En los ultimos afios se han desarrollado dos variantes de la nueva cuarta
generacion de OCT: Dominio Spectral (también llamado Fourier-domain o dominio Fourier) y SS-

OCT (Swept-source).

Un diagndstico precoz es determinante para poder actuar frenando la progresién de la EM. La
EM (115) se diagnostica en base a hallazgos clinicos, evidencia de lesiones en RM y estudio de
LCR, pero estos test son mas caros e invasivos, por lo que multiples estudios sugieren que la OCT
deberia usarse como complemento a la RM para evaluar el proceso de neurodegeneracién en

la EM (116,117).

Dado su desarrollo embrioldgico, |a retina se considera como una extension del SNC (118), y sus
capas mas superficiales, la capa de fibras finas de la retina (CFNR) y la capa de células
ganglionares retinianas (CGL+) nos aportan informacidn esencial y muy accesible del estado y
progresion del dafio axonal. Se ha demostrado que en pacientes con enfermedades del SNC,
entre ellas la EM, el espesor de CFNR disminuye significativamente conforme avanza la

enfermedad (116,119).

Martinez-Lapiscina et al. (117) en su estudio longitudinal y multicéntrico, demostraron que el
espesor de pCFNR medido por OCT en un solo tiempo durante el curso de la enfermedad, se

puede utilizar como un marcador de empeoramiento de la discapacidad neuroldgica durante 1
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afio y 5 afos de seguimiento. Ademas, sefialan que el espesor de la pCFNR es una medida
especifica de la pérdida axonal que no esta directamente afectada por la inflamacion (excepto
durante la neuritis dptica) y estd también menos afectada por la astrogliosis que la pérdida de
volumen cerebral por RM. Estos resultados son el primer paso hacia la validacién de la OCT de
la pCFNR como biomarcador para monitorizar la progresion de la discapacidad en la EM,
proponiendo la tecnologia OCT como una técnica de imagen de rutina que podria complementar

los datos de la RM.

Al contrario que en el estudio anterior, con respecto a la relacion con la progresion de la
discapacidad, en el estudio de Carcelén-Gadea M. et al. en 2019 (120) no encontraron
correlaciones entre el EDSS final y cualquiera de los parametros estudiados durante el
seguimiento. No concluyen entonces que el aumento del dafio axonal corresponda a una
progresion de la discapacidad. Del mismo modo, otros autores tampoco pudieron demostrar
esta asociacién (121,122). Para dar mas claridad a esta posible relacidn (dafio axonal retiniano y
discapacidad en EM), los futuros estudios deberan tener como objetivo utilizar tamafio muestral
mas grandes, tiempos de seguimiento mas largos, y escalas mas sensibles capaces de detectar

cambios mas sutiles en la discapacidad fisica del paciente.

Graham E. et al. (123), utilizando la tecnologia SD-OCT, sefialan que el adelgazamiento mas
importante se ha observado en el sector temporal de la CFNR, sugiriendo que esta zona
proporciona una mejor sensibilidad/especificidad para detectar cambios a lo largo del tiempo

gue la CCG/IPL (capa de células ganglionares de la retina/ capa plexiforme interna).

En contra de los resultados obtenidos en este estudio, Garcia-Martin E. et al (11) informaron de
que la medicién de CCG proporciona una mejor prediccion del dafio axonal basandose en la
puntuacion de la escala de discapacidad EDSS. Varios estudios recientes (74,124) han sugerido
también que el espesor de la CCG es un parametro que puede relacionarse mejor con la
enfermedad y la discapacidad tanto visual como general, asi como con la atrofia cerebral, y
proporciona mejor sensibilidad para monitorizar los cambios de forma longitudinal (125). Pero
algunos de estos estudios tienen ciertas limitaciones, como por ejemplo, que usan diferentes
intervalos de tiempo, menor resolucion de los escdneres de OCT, analizan ambos ojos o incluyen
ojos con NO, no tienen controles seguidos longitudinalmente o analizan Unicamente el espesor

de la CFNR global (74,125).

Por otro lado, Balk et al. (102) demostraron mediante SD-OCT que el dafio de las capas de la
retina internas ocurre mas rdpidamente durante las fases tempranas de la enfermedad. La

atenuacidn de esta atrofia en etapas mas avanzadas es sugestiva del efecto meseta (“plateau”),
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como también sefialan otros autores (126,127). Estos hallazgos enfatizan la importancia de una
temprana intervencién para prevenir o retrasar este dafio y con él, la progresién de la

discapacidad.

El hito mas reciente en el desarrollo de la retina y la coroides corresponde a la OCT de tecnologia
Swept-source (SS-OCT), que supera la dispersion de la luz en la coroides gracias a longitudes de
onda mas largas que las utilizadas en sistemas SD (dominio spectral) con 1.050 nm frente a los
840 nm previos (128). La velocidad de escaneo en los dispositivos SS-OCT es de 100.000 A
escaneos/segundo, proporcionando imagenes tridimensionales mas precisas de la retina y
coroides (128,129). La tomografia de coherencia éptica SS-OCT, en comparacion con SD-OCT,
obtiene con mayor precision mediciones de tejido profundo (130), detecta mejor el limite

posterior de la esclerdtica (131) y puede evaluar una region mas amplia del segmento posterior.

Hasta que se empezaran a realizar estudios de la coroides mediante SS-OCT, hubo varios
estudios que utilizando tomografia de coherencia éptica de dominio espectral (SD-OCT),
principalmente con imdagenes de profundidad mejorada (EDI), evaluaron la coroides macular y
peripapilar, principalmente en ojos sanos y en pacientes con glaucoma, pero los resultados

mediante esta técnica eran inconsistentes (132—-134).

En 2016, Ebru Esen et al. (108), utilizando la tecnologia EDI-OCT con el dispositivo de Spectral-
domain Cirrus HD-OCT, evaluaron el espesor de la coroides en pacientes con EM. Sus resultados
no demostraron correlacion entre el espesor coroideo y la puntuacion EDSS. Sin embargo, se
detectd una correlacién inversa significativa entre el grosor coroideo y la duracién de la
enfermedad. También concluyeron que el espesor coroideo disminuyd significativamente en
pacientes con EM en comparacion con controles sanos y que esta disminucién podria apoyar
una posible hipétesis de la disfuncién vascular como componente fisiopatolégico de la EM. Se
necesitan mas estudios para comprender mejor la importancia de los cambios vasculares
coroideos en la EM y para evaluar la posible relacion etiopatoldgica entre la enfermedad vy la

disminucién de los espesores coroideos.

Hasta donde sabemos, el primer estudio que evalta los cambios estructurales a nivel de la retina
y coroides en paciente con EM mediante tecnologia Triton SS-DRI OCT (Topcon Corporation,

Japan) es el correspondiente a la unidad tematica de esta tesis, con titulo “Ability of Swept-
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source optical coherence tomography to detect retinal and choroidal changes in patients with

multiple sclerosis” en 2018.

En esta tesis, aportaremos evidencia sobre la capacidad de la OCT de dominio espectral Swept-
source (Topcon, Japan) para evaluar tanto capas retinianas como tejidos mas profundos como
la coroides, analizando la confiabilidad de este dispositivo de Ultima generacion y trataremos de

establecer patrones concretos de afectacidn de la coroides peripapilar en pacientes con EM.

Ademas, evaluaremos la capacidad de la unidad de monitorizacién Monpack One ( Metrovision,
Francia) para detectar alteraciones en la funcién visual y correlacionarlas con las alteraciones

estructurales encontradas mediante el dispositivo SS-OCT.

Y en relacion a los farmacos modificadores de la enfermedad, evaluaremos los danos tanto
funcionales como estructurales que aparecen en pacientes tratados con Fingolimod utilizando

el dispositivo Cirrus HD-OCT.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
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HIPOTESIS

Los dispositivos de tomografia de coherencia dptica de ultima generacidn permiten tomar
mediciones de la neuro-retina y de la coroides para la optimizacién y mejora del proceso

diagnéstico, del seguimiento y de la monitorizacion de la esclerosis multiple.

OBJETIVOS

VI.

VILI.

VIII.

Evaluar la capacidad de la unidad multifuncional de andlisis de la vision Monpack One
para detectar alteraciones en la funcidn visual de pacientes con esclerosis multiple sin
antecedentes de neuritis dpticas.

Analizar la correlacién entre los pardmetros estructurales de la retina medidos mediante
el dispositivo de nueva generacidon Swept-source de tomografia de coherencia dptica
(SS-OCT) y las mediciones funcionales obtenidas mediante la unidad multifuncional de
analisis de la visién Monpack One.

Estudiar la utilidad de la unidad multifuncional de andlisis de la vision Monpack One para
la evaluaciéon del dafio axonal en pacientes con esclerosis multiple sin antecedentes de
neuritis dptica con respecto a sujetos sanos de su misma edad y sexo.

Evaluar la capacidad del nuevo dispositivo Swept-source de tomografia de coherencia
Optica para detectar los cambios en el espesor de la retina y de la coroides en pacientes
con esclerosis multiple.

Determinar el patrdn de distribucidon del espesor de la coroides peripapilar en controles
sanos mediante el software automatico del Swept-source de tomografia de coherencia
Optica y definir dreas en base al mismo espesor coroideo.

Evaluar el cambio que produce la esclerosis multiple en las areas de la coroides
obtenidas mediante el dispositivo Swept-source de tomografia de coherencia dptica y
compararlas con las de los controles sanos.

Analizar la capacidad del dispositivo Triton de tomografia de coherencia éptica tipo
Swept-source para discriminar entre sujetos sanos y pacientes afectos de esclerosis
multiple.

Estudiar los cambios en la funcién visual que suceden en los pacientes afectos de

esclerosis multiple tratados con Fingolimod durante un afio.
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Evaluar los cambios estructurales que tienen lugar en la retina de los pacientes con
esclerosis multiple tratados con Fingolimod durante un afio.

Comparar el daifio axonal medido mediante tomografia de coherencia éptica entre los
pacientes afectos de esclerosis multiple tratados durante un ano con Interferén beta y

con Fingolimod.
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7. METODOLOGIA
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Los articulos que forman parte de esta tesis doctoral son el resultado de 4 estudios que se
desarrollaron de forma independiente. Se trata de estudios que se llevaron a cabo en las
consultas externas del servicio de Oftalmologia, con la participacion del servicio de Neurologia
del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza. El disefio de estos estudios siguid los
principios de la Declaracién de Helsinki, y el protocolo fue aprobado por el Comité Etico de

Investigaciones Clinicas de Aragén (CEICA).

7.1. Sujetos de estudio.
Para la realizacion de estos trabajos se contd con diferentes poblaciones.

1. Para el trabajo “Functional evaluation of the visual pathway in patients with
multiple sclerosis using a multifunction stimulator monitor” sobre la evaluacion
funcional de la via visual mediante la unidad multifuncional de analisis Monpack One,
se incluyeron en el estudio 101 voluntarios sanos y 97 pacientes con EM. Los sujetos
sanos fueron personal trabajador del hospital, familiares de los mismos, y familiares
de los pacientes que participaron en el estudio que no presentaban ninguno de los
criterios de exclusién. El grupo de EM fue compuesto por pacientes con diagndstico
de EM siguiendo los criterios de McDonald del 2005 confirmados por un Neurdlogo
(basdndose en los criterios clinicos y de neuroimagen proporcionados por la
resonancia magnética), con fenotipo de EM remitente-recurrente. Se excluyeron los
sujetos con episodios previos de neuritis dptica, agudeza visual (AV) < 0,1 medida con
la escala de Snellen, presién intraocular > 20mmHg, brotes agudos de EM en los 6
meses previos al reclutamiento, o defectos de refraccién importantes (al menos 5

dioptrias de equivalente esférico o 3 dioptrias de astigmatismo).

2. En el estudio “Abilify of swept-source optical coherence tomography of detect
retinal and choroidal changes in patients with multiple sclerosis” se evalud la
capacidad de la tomografia ocular Swept-source (SS-OCT) para detectar cambios
retinianos y coroideos. Se evaluaron 97 ojos de 97 pacientes con EM y 101 ojos de
101 controles sanos. Todos los pacientes tenian un diagndstico de EM segln los
criterios de McDonald del 2005 confirmados por un neurdlogo (basandose en los
criterios clinicos y de neuroimagen proporcionados por la resonancia magnética), con
fenotipo de EM remitente-recurrente. Se excluyeron los pacientes con episodios
previos de neuritis dptica, AV < 0.1 con la escala de Snellen, presion intraocular >

20mmHg, brotes agudos de EM en los 6 meses previos al reclutamiento, longitud axial
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del ojo > 25.2 mm, y defectos de refraccidon importantes (al menos 5 dioptrias de

equivalente esférico o 3 dioptrias de astigmatismo).

Para el desarrollo del estudio “Changes in peripapillary choroidal thickness in
patients with multiple sclerosis” sobre cambios en el espesor de la coroides
peripapilar se incluyeron un total de 51 ojos de 51 pacientes con EM y 102 ojos de
102 controles sanos. Todos los pacientes presentaban un diagndstico de EM siguiendo
los criterios de McDonald del 2010 confirmados por un neurdlogo (basandose en los
criterios clinicos y de neuroimagen proporcionados por la resonancia magnética), con
fenotipo remitente-recurrente. Fueron excluidos los pacientes con episodios previos
de neuritis dptica, AV < 0.1 medida con la escala de Snellen, presién intraocular > 20
mmHg y/o brotes agudos de EM en los 6 meses previos al reclutamiento o defectos
de refraccion importantes (5 dioptrias de equivalente esférico o mas y/o 3 o mas

dioptrias de astigmatismo).

En el estudio “Progressive functional and neuro-retinal affectation in multiple
sclerosis patients treated with fingolimod” sobre las alteraciones visuales en
pacientes tratados con Fingolimod, se incluyeron 78 ojos de 78 pacientes con EM (que
fueron evaluados cada tres meses durante 12 meses de seguimiento) y 32 ojos de 32
pacientes con EM tratados con Interferén beta. Los criterios de inclusién fueron
diagnéstico de EM siguiendo los criterios de McDonald de 2010 confirmados por un
neurdlogo (basandose en los criterios clinicos y de neuroimagen proporcionados por
la resonancia magnética) con fenotipo remitente-recurrente. Sélo fue incluido un ojo
por paciente. En caso de haber sufrido neuritis dptica, se incluyd el ojo que no habia
sufrido este proceso. Fueron excluidos los pacientes que presentaban: agudeza visual
< 0.1 (usando la escala de Snellen ), presién intraocular > 20 mmHg, brotes activos de

EM (o cualquier otro déficit neuroldgico en los 6 meses previos al reclutamiento).

Ademas, se excluyeron pacientes con otras patologias retinianas, como la presencia de edema

macular clinicamente observable, atrofia retiniana y otras alteraciones retinianas no relacionas

con la EM que pudieran interferir con las mediciones de OCT. También fueron excluidos

pacientes con otras patologias neuroldgicas asociadas, asi como cualquier patologia sistémica
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que pudiera interferir en los pardmetros retinianos (como diabetes mellitus o hipertension

arterial mal controlada).

A todos los sujetos de los estudios se les solicitd la firma de un consentimiento informado en el
que se detallaban las caracteristicas del estudio y sus objetivos. Dicho consentimiento

informado fue imprescindible para su inclusidn en la investigacién (Apéndice 1V).

7.2. Protocolo exploratorio.

7.2.1 Exploracion neuroldgica

La valoracidn neuroldgica fue realizada por el Servicio de Neurologia y proporcioné la siguiente

informacion:

e Tiempo de evolucién de la enfermedad desde su diagndstico.

e Valoracion del fenotipo de EM (recidivante-remitente, primaria progresiva, y

secundaria progresiva).
e Puntuacion en la escala de disfuncién neurolégica (EDSS).

e Puntuacion en la escala visual EDSS (en base a los resultados de optotipo de Snellen y

campo visual con evaluacion de los 30 grados centrales).
¢ Tratamiento recibido.
e Presencia de brotes agudos de EM.

e Presencia de episodios previos de neuritis dptica.

La Expanded Disability Status Scale (EDSS) (135) es un método de cuantificacion validado

universalmente para evaluar la discapacidad en los pacientes con EM. La EDSS cuantifica la
discapacidad en ocho sistemas funcionales, permitiendo al clinico asignar un nivel de
discapacidad para cada uno de ellos segun la exploracidn fisica. Los sistemas funcionales son:
piramidal, cerebeloso, tronco cerebral, sensorial, del intestino y la vejiga, visual y cerebral (figura
8y 9). Su puntuacién abarca desde 0 (examen neurolégico normal) a 10 (muerte por EM) (figura

10) (136).
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Figura 8. Expanded Disability Status Scale (EDSS). Sistemas funcionales

TABLA 1. Expanded Disability Status Scale (EDSS),
modificada y resumida

0.0

Exploracin neuraldgica normal

1.0

Sin discapacidad, signas minimas en un sistema funcional (SF)*

15

Sin discapacidad, signos minimos en mds de un SF

20

Discapacidad minima en un SF

25

Discapacidad minima en dos SF

3,0

Discapacidad moderada en un SF o leveen 30 4

35

Discapacidad moderada en un SFy leve en 102 SF

40

Discapacidad grave en un SF ¢ moderada en varios SF

45

Ciertas limitaciones para realizar actividad plena o necesitar ayuda minima. Anda unos
300 m sin ayuda

50

Discapacidad que afecta la actividad diaria habitual. Puede andar unos 200 m sin ayuda

55

Discapacidad que impide |a actividad diaria habitual. Puede andar unos 100 m sin ayuda

6.0

Neoesita ayuda unilateral (baston, muleta) para andar unes 100 m

6.5

Necesita ayuda bilateral constante

7.0

Limitado esencialmente a permanecer en silla de ruedas unas 12 h; puede desplazarse sélo
en la silla de ruedas

75

Limitado a permanecer en silla de ruedas, puede desplazarse s6lo con ella aungue no todo
el dia

80

Limitado esencialmente a estar en cama o sentado o ser traslado en silla de ruedas.
Utiliza las manos eficazmente

85

Limitado a estar en cama gran parte del dia, utiliza las manos parcialmente, necesita ayuda
para aseo personal

9,0

Encamado y no vilido, puede comunicarse y comer

95

Encamado y no vélido total, incapaz de comunicarse y de comer eficazmente

10

Muerte por la enfermedad

a3istemnas funcionales neuroldgicos evaluados para obtener puntuacién en el EDSS: funciones piramidal
(valora de O a @), cerebelosa (0-5), tronco cerebral (0-5), sensitiva (0-6), vesical e intestinal (0-G),
visual {0-6), mental {0-5) y otras (0-3).

Figura 9. Expanded Disability Status Scale (EDSS). Puntuacién segun la
evaluacién de los diferentes sistemas. Extraido de:

Escalas clinicas en pacientes con esclerosis multiple en atencidn primaria.
Moraleda Borlado A et al. Aten Primaria. 2003 (136)
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Figura 11. Expanded Disability Status Scale (EDSS), grados de discapacidad.

7.2.2 Exploracion oftalmologica

La exploracion oftalmoldgica fue realizada por el Servicio de Oftalmologia y consté de las

siguientes variables:

e Agudeza visual (AV), medida con optotipo de Snellen.

e Mejor agudeza visual corregida (MAVC), medida con optotipo ETDRS a tres diferentes
contrastes: 100%, 2,50% y 1,25%.

e Medicidn de la CSV (visidn de la sensibilidad al contraste) utilizando los test de Pelli-
Robson y CSV-1000E.

e Evaluacion de la vision cromatica utilizando el programa Vision color recorder, que
incluyd los tests de Farnsworth 15D y L’Anthony 15D.

e Perimetria automatizada para la exploracién del campo visual (Humphrey Field
Analyzer) con una estrategia SITA Standard (programa 30-2).

e Evaluacién del fondo de ojo (evaluacion del aspecto de la cabeza del nervio éptico).

e Evaluacion de la motilidad ocular y de los reflejos pupilares.

e Examen del segmento anterior.

e Medicién de la presién intraocular mediante tonometria de aplanacién (Goldmann).

e Test de funcién visual mediante la unidad multifuncional de andlisis de la visién
Monpack One (Metrovision, Francia).

e Tomografia de coherencia dptica (OCT) con los dispositivos Triton SS-OCT (Topcon,

Tokyo, Japan) y SD-OCT ( Cirrus HD, Carl Zeiss Meditec Inc, Dublin, CA).
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7.2.2.1. Exploracién oftalmoldgica funcional

La medicidn de la agudeza visual (AV) puede realizarse mediante diferentes escalas, siendo la
prueba mas utilizada para la evaluacién de la funcidn visual el optotipo de Snellen (figura 12). La
AV se define como la capacidad para percibir, detectar o identificar objetos separados entre si
e identificarlos como un todo. Se cuantifica como el dngulo minimo de separaciéon entre dos
objetos que permite distinguirlos como objetos separados. La agudeza visual evalta la funcién
macular e informa de la precisién del enfoque retiniano, de la integridad de los elementos
neurolégicos del ojo y de la capacidad interpretativa del cerebro (15). En este estudio se ha

empleado el optotipo de Snellen y el de ETDRS para medir la AV.

En el optotipo de Snellen (137)( figura 11), el resultado expresa la relacién entre la ultima letra

que el paciente ha visto y la distancia (expresada en angulos métricos o en pies) a la que deberia
verla si la agudeza visual fuera del 100%. En la practica clinica habitual este resultado se traduce
a una puntuacion decimal (fraccidn de la escala de Snellen, ej: 6/12 de Snellen= 0.5 de escala
decimal). Los resultados en nuestro estudio se expresan en puntuacion decimal, considerando

1 la agudeza visual del 100%.

Figura 11: Optotipo de Snellen. Foto realizada en el Servicio de
Neurologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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El optotipo de ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study) (figura 12) es el optotipo mas

usado en investigacion (138), y es la prueba estandar mundial para medir la baja visién. Su
finalidad es evaluar la funcién visual de forma mas precisa, estandarizada y reproducible y estd
basado en la carta logaritmica de Bailey&Lovie (139). Una diferencia con el optotipo de Snellen
es que el ETDRS tiene el mismo nimero de letras en cada linea, concretamente cinco, separadas
la misma distancia y se mide en escala LogMar. Adema3s, el espacio entre ellas es proporcional
al tamano de las letras y la separacién entre filas también. Cambiar de fila equivale a aumentar
o disminuir 0.1 unidades logaritmicas de AV. Los optotipos deben ser igualmente legibles en

cada nivel de AV (15).

Figura 12: Optotipo ETDRS de contraste 100%. Foto realizada en el Servicio de
Oftalomologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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Se evalud la AV a tres niveles de contraste diferente usando la carta ETDRS: 100%, 2.50% y 1.25
% (figura 13), con el paciente sentado a 4 metros de distancia ( figura 14). El porcentaje indica
el nivel de contraste, por ejemplo 100% representa letras negras sobre fondo blanco y 1.25%
representa letras gris claras sobre fondo blanco. Las medidas se obtuvieron en vision monocular
y binocular bajo condiciones de luz controladas (escotdpica:< 0.003 cm/m2, fotdpica: luminancia
media de 85cd/m2, mesdpica alta: 5cd/m2, y mesdpica baja 3cd/m2), con la mejor correccion

(15).

Figura 13: Cartas ETDRS de contraste 2.5% (izquierda) y de contraste 1.25% (derecha)
de contraste. Foto realizada en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet,
Zaragoza.

Figura 14: Test de Optotipo ETDRS de contraste 100% realizado a una distancia de 4
metros. Foto realizada en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet,
Zaragoza.
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La sensibilidad al contraste (SC) es un indicador mucho mas sélido de la funcién visual que la AV
(140). La AV y la sensibilidad al contraste no son lo mismo. Mientras que la agudeza visual es la
capacidad del sistema visual para detectar detalles en un objeto e identificar objetos separados
entre si, la sensibilidad al contraste es la habilidad que tiene el sistema visual de discriminar con
calidad un objeto y sus detalles sobre un determinado fondo.

La SC se determina midiendo los umbrales de contraste de distintas frecuencias mediante redes
sinusoidales. Es decir, para cada frecuencia espacial (ciclos/grado) se determina el minimo
contraste, llamado contraste umbral, que ha de tener la red para que resulte visible al
observador. El contraste o modulacion (figura 15) proporciona como resultado un nimero
adimensional entre 0 y 1. Cuanto mayor sea el contraste o modulacidn, mayor es la diferencia
de luminancias y mejor se distinguira el objeto respecto el fondo. Este se calcula con la siguiente

féormula (141):

L _—L

'max min

I +L

max O min

donde Lmax y Lmin son la luminancia maxima y minima respectivamente de la red en cada ciclo.

Figura 15. Contraste. Extraido de: Boxer Wachler BS, et al.J Refract Surg.
1998;14:463— 466. (167)

58



Es una de las cualidades del sistema visual que primero se ve afectada en las enfermedades

neurodegenerativas como pueden ser la Alzheimer, Parkinson o EM (142,143).

Para evaluar esta caracteristica, en nuestro estudio hemos utilizado la carta de letras de Pelli-

Robson y el modelo CSV-1000E de Vector Vision.

El test de Pelli-Robson (figura 16), es un test que evalla una sola frecuencia espacial y una sola

medida de letra (optotipo 20/60). Consta de 8 lineas de letras y cada linea tiene 6 letras
mayusculas con un tamafio de 4.9x4.9 cm. Las letras se organizan en grupos de tres (trios)
existiendo dos por linea. Dentro de cada triplete, todas las letras tienen el mismo contraste,
disminuyendo éste de un triplete al siguiente. El grafico se debe colgar de manera que su centro
quede aproximadamente al nivel de los ojos del paciente y una distancia de 1 metro. La tabla
debe ser iluminada tan uniformemente como sea posible, de modo que la luminancia de las
dreas blancas es de aproximadamente 85 cd/m2 (rango aceptable de 60 a 120 cd/m?). El
paciente debe hacer un solo intento de nombrar cada letra en la tabla, comenzando con las
letras oscuras en la esquina superior izquierda y la lectura horizontal en toda la linea. Al paciente
se le asigna una puntuacién basada en el contraste del ultimo grupo en el que dos de las tres

letras fueron correctamente leidas (141).

Figura 16: Test de Pelli-Robson. Foto realizada en el Servicio de
Oftalmologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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El test CSV-1000E se utiliza para la estandarizacién de la SCy el deslumbramiento (figura 17). Se

exploran cuatro frecuencias espaciales (3, 6, 12 y 18 ciclos por grado) con ocho niveles de
contraste. En los cuatro primeros el contraste disminuye en pasos de 0.17 unidades logaritmicas,
mientras que para los siguientes lo hace de 0.15 unidades logaritmicas. Cada frecuencia esta
compuesta por dos lineas de circulos, uno de los cuales contiene una rejilla con la frecuencia
espacial. La prueba cuenta con su propio sistema de iluminacién que proporciona una
luminancia de 85 candelas/m?. La prueba se realiza de manera monocular y el examinado se
sitla a 2.45 metros de distancia con su mejor AV corregida. El paciente debe indicar si la rejilla
se encuentra situada en la fila de arriba o en la de debajo de cada frecuencia que se evalua. Cada
valor de contraste para cada frecuencia se transforma en una escala logaritmica de acuerdo con

valores estandarizados (15,141).

Figura 17: Test CSV-1000E con frecuencias espaciales de 3, 6, 12 y 18 ciclos por grado.
Foto realizada en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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La exploracién de la vision cromatica nos permite valorar y cuantificar las alteraciones en la
percepcidn de los colores. Las formas adquiridas de estas anomalias aparecen en enfermedades
maculares, ambliopia, etc; sin embargo, son las neuropatias las que muestran una mayor y mas
temprana afectacién de la visidn de colores (144) En la neuritis éptica se afecta, generalmente,
la percepcidon en el eje rojo-verde del espectro y, con menor frecuencia, en el azul-amarillo,
cuando la afectacion del nervio es mas severa (145). La discromatopsia (afectacién de la vision
de los colores) puede detectarse de forma sencilla mediante la visualizacién de un color
monocular, que se obtiene pidiendo al paciente que compare el color de un objeto rojo entre

los dos ojos.

En nuestro estudio, para la exploracidon de la vision cromatica, se utilizaron las pruebas

Farnsworth 15D y Lanthony 15D integradas en el software Vision Color Recorder (figura 18) (CVR,

Optical Diagnosis, Inc., Beusichem, Paises Bajos).

Se realizaron los tests de Farnsworth 15 y de Lanthony 15 con el programa Color Vision Recorder,
el cual nos permitié realizar un andlisis de discriminacion cromatica por ordenacién de los
colores, incluyendo los tests de Farnsworth 100-hue (FM-100), Farnsworth - Munsell 15D
(desaturacion) y L°'Anthony 15D. Tras la realizacion de un test de ordenamiento, el
procesamiento de los resultados nos lleva a un grafico en el que valoramos si existe o no un
determinado eje de confusidén, es decir, una polaridad, que se suele simplificar en los términos
«rojo-verde» (para defectos protan y deutan) o «azul-amarillo» (para defectos tritan)(15).(figura

19).

Comments: Results diagram: Bowman score

Color Confusion Index (CCI): 1,00
Age-Corrected Color Confusion Index (AC-CCI). 0,95

Vingrys and King-Smith score

Confusion index (C-index):
Selectivity index (S-index):

1,00
148

Confusion angle: 61,5 deg
Diagnosis™ (passfail): Pass
P=Protan (type):
D=Deutan
T=Tritan
* Diasgprersis bersesd on biroodar normaive o
Caps order Previous examinations
Test date | Test | Eye(s) | Pass / Fail | Type ‘
07/01/2016  Lanthony D15 0s Pass
Q7012016 Lanthony D15 oD Pass
07/01/2016  Farnsworth D15 0D  Pass
07/01/2016  Farnsworth D15 0D Pass

Figura 18. Test Farnsworth 15D. Programa informatico Color Vision Recorder. Foto realizada en el
Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.
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Figura 19 Programa informatico Color Vision Recorder. Representacion esquematica del triangulo de color CIE
con las lineas de confusion para defectos de protdn, deutany tritan. Foto realizada en el Servicio de Oftalmologia
del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.

Los protocolos Farnsworth D15 y L’Anthony D15 se usan a menudo para diferenciar entre
sujetos con pérdida severa de la vision de color y aquellos con defectos medios o visidn
colorimétrica normal. Los datos se analizan junto con varios parametros: Confusién index ( C-
index), Color Confusidn Index (CCl), el Confusion Angle (Conf Ang) y el Scatter Index (S-index). El
angulo de confusidn (Conf Angle) representa el eje de la deficiencia de color, y el S-index
representa el paralelismo de los vectores de confusidon con el dngulo de confusién personal
(146,147). Todos estos parametros evalian la severidad de la discromatopsia. Los tests se

realizaron de forma monocular con la mejor visidn corregida.

La perimetria automatizada se utiliza para cuantificar el campo visual del paciente y es la prueba
funcional mas empleada en oftalmologia, después de la medicién de la agudeza visual. En
nuestros estudios se utilizé la perimetria Humphrey Visual Field Analyzer (Carl-Zeiss Meditec,

Dublin, CA, USA) con la estrategia SITA 30-2 estandar (figura 20).

El campo visual es la porcion del espacio que es capaz de captar el ojo inmdvil en un momento
dado. La disminucién del espesor de la CFNR puede producir una pérdida de funcién visual, que
generalmente pasa desapercibida en fases precoces y sélo se detecta en la perimetria cuando

existe una reduccidn importante del nimero de células ganglionares.

La perimetria ha ido evolucionando, desde la técnica de Goldmann y su perimetro de proyeccion
hemisférica (1945) hasta la perimetria computerizada o automatizada, que ha venido

desarrollandose hasta nuestros dias (148,149).
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Figura  20:  Perimetro  Humphrey  Visual  Field Analyzer.  Recuperado de:
https://spanish.alibaba.com/product-detail/aps-too-china-ophthalmic-equipment-humphrey-
visual-field-analyzer-60494248032.html

La perimetria automatizada convencional permite realizar la medicién del campo visual
periférico en forma automatizada y evalua el funcionamiento del nervio dptico y de la retina.
Los campimetros actuales disponen de un sofisticado software que analiza los resultados

automaticamente.

El procedimiento consiste en la presentacion de estimulos luminosos a través de un sistema de
proyeccion, con un tamafio, intensidad y secuencia predeterminados. El paciente debe pulsar
un botén cada vez que ve una luz, manteniendo la mirada fija en un estimulo central. El estudio
se realiza de a un ojo por vez, de modo que se ocluye el ojo que no es estudiado. Se requiere de
la cooperacién y concentracidn del paciente para que los resultados sean confiables. Esta técnica

permite realizar un examen umbral en tan sélo 2-3 minutos.

Para garantizar la fiabilidad de la exploracidon, sélo se admiten 3 pérdidas de fijacion durante
cada prueba. Una vez obtenidos los datos, el dispositivo los representa numéricamente y

mediante una escala de grises (figura 21).
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Figura 21. Campo SITA-standar 30-2. muestra el mapa de desviacidn total, desviacion del modelo, y
los indicadores de patréon del hemicampo de glaucoma (PHG), indice de campo visual (VFI),
desviacién media (DM) y desviacion estandar del patrén (PSD).

A pesar de la rentabilidad que tiene esta técnica, también tiene una serie de limitaciones en
pacientes con edad avanzada, pupila midtica, opacidad de medios (por ejemplo, catarata densa),
y ametropias importantes. Ademas, requiere la colaboracién del paciente y en procesos
neurodegenerativos (donde el paciente puede presentar alteraciones posturales o del

movimiento) el resultado de la prueba puede verse alterado por una baja confiabilidad.

Examen del Fondo de Ojo: Esta técnica nos permite la visualizacidn de la cara interna de la parte
posterior del globo ocular mediante visualizacion con oftalmoscopia indirecto y lente de 20

dioptrias.

En la EM es frecuente encontrar atrofia dptica, con una papila pélida, ligeramente elevada con
margenes mal delimitados por la gliosis asociada, y una reduccion del nimero de los pequefios

vasos sanguineos que cruzan la superficie papilar (figura 22) (150).
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Figura 22. A la izquierda: Fondo de ojo normal donde se identifican las estructuras anatémicas mas
relevantes. A la derecha: Atrofia papilar por neuritis dptica asociada a EM. Se puede observar palidez
papilar.  Recuperado de: https://sipse.com/novedades-yucatan/vision-vista-ojos-ocular-neuritis-
enfermedad-salud-315991.html

Tonometria de aplanacién. La medicién de la presion intraocular (PIO) es un procedimiento
importante para el diagndstico y seguimiento de pacientes con glaucoma. En nuestro estudio
fue usada precisamente para evitar incluir pacientes con glaucoma subclinico que nos podrian
alterar los resultados mostrando pérdida axonal secundaria a glaucoma y no a EM. La técnica

mas utilizada y de referencia para la medicidon de la PIO es la tonometria de aplanacion de

Goldmann (151,152) (figura 23), utilizada en todos los estudios que conforman la tesis. Las
cifras normales de PIO son de 11 a 20 mmHg (152). Pacientes con PIO > 20 mmHg fueron

excluidos de todos los estudios.

Para realizar esta técnica se utilizé la instilaciéon de un colorante (fluoresceina) combinado con
un colirio anestésico, ya que para realizar esta prueba es necesario el contacto de un pequefo

cono con la cérnea del paciente y asi se evita la molestia que causaria sin anestésico local.
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Figura 23. Alaizquierda: tonémetro de Goldmann.
A la derecha: contacto de pequefio cono con la cérnea del paciente.

Unidad multifuncional de andlisis de la vision Monpack One (Metrovision, Francia). Se trata de

un dispositivo que integra diferentes test: funcionales, electrofisiolégicos, psicofisicos y
oculomotores, para realizar una completa evaluacidn de la funcidn visual (figura 24). El monitor
comprende un panel central de cristal liquido con retroiluminacién LED y 4 paneles periféricos
iluminados con LEDs. Un sensor de luz colocado anteriormente proporciona retroalimentacion

al sistema permitiendo una luminancia constante durante la realizacion de la prueba.

Figura 24. Unidad Multifuncional de Analisis de la Vision Monpack One. Recuperado de:
https://metrovision.fr/electrophysiology-us.html
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En nuestro estudio, se registré la AV, CSV, campo visual, potenciales evocados visuales (PEV)

multifocales y un patrdn de electrorretinografia (ERG).

La agudeza visual a bajo contraste fue evaluada a un nivel de contraste del 10%. El porcentaje
indica el nivel de contraste; el 100% representaria letras negras sobre fondo blanco, y el 10%
corresponde con letras grises sobre fondo blanco. Dos diferentes graficos ETDRS fueron
seleccionados (uno para cada ojo) para evitar sesgos de aprendizaje o de memoria. Las
mediciones fueron obtenidas en condiciones de luz escotdpica, a una distancia de cuatro
metros, con cada ojo por separado y usando la correccion de refraccién necesaria. Se registrd la

agudeza visual (AV) (expresada en logMar) y el nimero total de letras leidas correctamente.

La sensibilidad al contraste (CSV) estdtica fue evaluada usando un patrén sinusoidal (grid) a
diferentes frecuencias espaciales: 0.5, 1, 2, 5, 10, y 20 ciclos por grado. El umbral de CSV fue
analizado mediante incremento progresivo de 0.25dB de contraste antes de la realizacién de la
prueba. Para la evaluacion de la sensibilidad al contraste, el paciente o sujeto control presionaba
un botdn en cuanto el contraste grid era visible en cada frecuencia espacial. Las mediciones
fueron obtenidas a dos metros de distancia, bajo condiciones de luz escotdpica y en visién
monocular. Los resultados de CSV fueron registrados como una curva de sensibilidad al

contraste en dB (0 representa la nula sensibilidad al contraste).

El campo visual fue calculado usando el protocolo Fast Perimetry 30 (Fast-30) del monitor
MonPack One, el cual analiza 94 puntos del campo visual. La prueba se realizd usando correccion
de distancia cercana en caso de que fuera necesario, y en vision monocular. La fijacién fue
controlada a través de una camara de video central. Se analizaron los parametros cualitativos
(ej: fijacion, atencidn...) para excluir las pruebas con baja fiabilidad, que fueron aquellas con mas
de 5/15 pérdidas de fijacion y/o con mas de 5/ 15 en pérdidas de atencidn (estas pruebas fueron
automaticamente rechazadas por el programa). Los resultados se representaron como un mapa
de sensibilidad en 2D y 3D, un mapa de puntuacién de probabilidad al color y una curva de
sensibilidad. Los pardmetros registrados fueron la desviacién promedio o “average déficit” (AD),
la desviacion media corregida por edad “corrected average déficit” (CAD), la varianza de la

desviacidn o “variance of déficits” (VD), y la fluctuacién temporal o “temporal fluctuation” (TF).

La evaluacién electrofisiolégica incluia potenciales evocados visuales (PEVs) multifocales y un
patrén de ERG. Los PEVs multifocales fueron estimados usando tablas de verificacion alternas

con un punto central de fijacidn. Las respuestas eléctricas fueron grabadas usando cuatro
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electrodos unidos al cuero cabelludo mediante agujas subcutaneas, localizadas alrededor del
inion (4 cm por encima, 1 cm por encima y 4 cm a la derecha e izquierda). El electrodo de tierra
se colocé en el vértex del sujeto. El PEV se evalud con el procedimiento MVEP35, que analiza 35
zonas para cada ojo. La prueba se realizd a una distancia de 33 cm, en condiciones escotépicas
después de 2 minutos de adaptacion a la luz, usando correccidn de distancia cercana en visidon
monocular. La fijacidn fue controlada mediante una cdmara de video central. Los resultados
fueron presentados como datos analiticos, histogramas de amplitud, mapa de color y
representacién 3D para 5 areas retinianas diferentes: central, superonasal, superotemporal,
inferonasal e inferotemporal. La amplitud de la onda P100 para cada area retiniana fue grabada

y expresada en nV/deg?2.

El patrén ERG fue evaluado usando tablas de verificacidn alternas con un punto de fijacion
central. La respuesta eléctrica fue grabada usando un total de 5 electrodos tipo DTL (Dawson—
Trick-Litzkow): 2 electrodos (uno para el ojo derecho y otro para el izquierdo) cubiertos
horizontalmente a través de la cornea al nivel del parpado inferior (anestesia tépica previa) y 2
electrodos de referencia posicionados en el canto externo (ojo derecho e izquierdo). El electrodo
de tierra fue posicionado en Fpz ( fronto-polar, linea media). El patrén ERG utiliza un patrén de
estimulacién de inversién que cubre un campo de 60 grados con patrones grandes durante 50
minutos. La prueba fue realizada a una distancia de 30 cm, bajo condiciones de luz escotdpica
después de 2 minutos de adaptacidn a la luz, usando correccidn de distancia cercana en visién
monocular. Los resultados se expresan como graficos de la respuesta eléctrica registrada y como
datos analiticos de los diferentes picos seleccionados. Las amplitudes de latencia de las ondas

N35, P50 y N95 fueron registradas ( figura 25).
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Figura 25. Electrorretinograma Pattern. A) Representacion de las respuestas fisiologicas
normales del electrorretinograma Pattern, donde se pueden apreciar los componentes N35, P50
y N95, asi como los valores de sus latencias y amplitudes. B) Ejemplo de electrorretinograma
Pattern en un paciente con diagnéstico de esclerosis mdltiple, en el que se detecta un retraso
en la latencia del componente N95 y un descenso en la amplitud de los componentes P50 y
N95. Extraido de D.Rodriguez-Mena et al. (168)

7.2.2.2 Exploracion oftalmoldgica estructural

El estudio estructural de la CFNR se llevé a cabo mediante técnicas de analisis digital de laimagen
de ultima generacidn: Cirrus High definition (HD) dominio espectral SD-OCT (Carl Zeiss, Dublin,

CA) y Triton Swept-source SS-OCT (Topcon, Tokyo, Japdn).

Tomografia de coherencia éptica (OCT) con el dispositivo de Spectral-domain (SD-OCT), Cirrus

HD (Carl Zeiss, Dublin, CA).

La OCT, ideada en 1991 por Huang et al., nos permite obtener imagenes de cortes histoldgicos

de la retina y medir cuantitativamente in vivo el espesor de la CFNR y de la macula.

El sistema dptico de la OCT se basa en el interferémetro de Michelson y la interferometria estd
basada en un principio analogo al de la ultrasonografia, pero que sustituye las ondas acusticas

por haces de luz.
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El interferdmetro éptico suma dos ondas electromagnéticas en dos rayos de luz: el de referencia
y el de seial. Los rayos se recombinan y el resultante llega al detector, que medira su potencia.
Si se varia la posicidn del espejo de referencia, podremos medir los ecos de luz que viene de las

diferentes estructuras oculares en estudio (figura 26)(153).

Figura 26: Sistema 6ptico en el que esta basado la OCT.

Mediante el analisis de este patrén, podemos inferir las modificaciones que el medio recorrido
ha producido en nuestro haz de luz, permitiéndonos calcular la intensidad y el retardo de la luz
reflejada. Con todo ello se genera una imagen final con una escala de colores donde las zonas
de alta reflectividad, que corresponden a dreas de bloqueo parcial o total al paso de la luz
(sangre, fibrosis...), se muestran en tonos rojo-blanco, mientras que las imagenes de zonas de
baja reflectividad, que implican baja o nula resistencia al paso de la luz (quistes, edema...), se

muestran en el espectro azul-negro.

Hasta el afio 2006 los modelos de OCT se basaban en el sistema de dominio tiempo, en el que la
informacion profunda se adquiria secuencialmente moviendo el espejo de referencia y se
observaba el cambio en el tiempo del patrdn de interferencia, necesitandose 1.28 segundos para
la adquisicion de las imagenes. Posteriormente aparecié el sistema de dominio espectral
(Spectral o Fourier Domain), que utiliza en esencia el mismo sistema que el dominio tiempo,
pero el espejo de referencia permanece estacionario y la informacion profunda se obtiene con
el analisis de los patrones de interferencia en un espectro de luces reflejadas y mezcladas. En
vez de emplear un fotorreceptor, utiliza un espectrémetro de alta velocidad, lo que permite una
deteccion mucho mas eficiente de sefiales débiles, adquisicién de datos con mayor rapidez y

mejor resolucion (que alcanza axialmente un rango entre 6y 2 um).
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El Cirrus HD OCT es capaz de realizar mediciones con una resolucién de 5/1000 milimetros y mas
de 67.000.000 puntos de informacidn diferentes mediante el uso de la tecnologia de infrarrojos

(figura 27).

Figura 27. Tomografia de coherencia dptica (OCT) de dominio espectral. A la izquierda, un aparato como
el utilizado en nuestro estudio. A la derecha, una imagen del area macular obtenida con ese aparato.

La adquisicién de las imagenes se realizd siguiendo los criterios de control de calidad de OSCAR-

IB, cumpliendo las recomendaciones ya publicadas para la EM (tabla 2)(154).

Item Criterio
o Problemas Obvios, incluida la violacién del protocolo
S Baja intensidad de la Sefal, definida como <15dB
C Centrado incorrecto del escaneo
A Fallo del Algoritmo
R Patologia de la Retina distinta de la relaciona con la EM
I lluminacién
B Colocacién de la viga ( “ viga” en inglés = “ Beam”)

Tabla 2. Criterios de control de calidad de OSCAR-IB para las exploraciones OCT de retina.
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Los protocolos empleados en nuestros estudios para la medicion de los diferentes parametros

fueron los siguientes (tabla 3):

Protocolo Optic disc cube 200 x 200 para CFNR

OCT Cirrus Protocolo macular 512 x 128 para espesores y volumen macular

Protocolo Analisis células Ganglionares

Tabla 3. Protocolos de adquisicién de imagenes mediante el dispositivo OCT Cirrus.

El protocolo de nervio éptico de la OCT Cirrus genera imagenes de un cubo de 200x200 um
(figura 28). Analiza 6 mm?® de CFNR alrededor del nervio 6ptico. Los parametros analizados en
nuestro estudio fueron el espesor medio de la CFNR y el espesor en cada uno de los cuadrantes

de la CFNR (superior, inferior, temporal y nasal).

Figura 28. Cuadrantes en los que divide las mediciones de los espesores de la capa de fibras
nerviosas de la retina el tomdgrafo de coherencia éptica Cirrus.

El protocolo macular de la OCT Cirrus incluye un cubo macular de 512x128 um que proporciona
los valores de los espesores de la retina en las nueve areas descritas en el Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) (figura 29). Este estudio divide la macula en 9 areas
definidas por tres circulos ubicados a 1, 3, y 6 mm; estos dos ultimos a su vez estan divididos en
cuatro cuadrantes: superior, inferior, nasal y temporal. El drea 1 representa la févea. Las areas

2, 3,4y 5 forman el anillo interno y las dreas 6, 7, 8 y 9 forman el anillo externo.

72



Figura 29. Arriba: cubo macular donde se observa la numeracién de las 9 areas segun el ETDRS. Abajo:
Representacion del espesor macular en los diferentes sectores con tomédgrafo de coherencia dptica Cirrus.

El andlisis de segmentacidén de las capas retinianas también ofrece medidas del espesor de la
capa de células ganglionares (figura 30) evaluando 6 areas de un cubo macular (sectores
superior, superonasal, inferonasal, inferior, inferotemporal y superotemporal) y medidas de la
media y el minimo de la capa de células ganglionares (GCL) y la capa plexiforme interna (IPL:
Inner Plexiform Layer). Se selecciona el minimo porque la porcién mas fina de GCL+IPL en la

region perifoveal se considera indicativa de dafio de células ganglionares.
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Figura 30: Representacidn del espesor en sectores de la capa de células ganglionares de la retina
con tomagrafo de coherencia dptica Cirrus.

Tomografia de coherencia dptica Triton Swept-source (SS-OCT), (Topcon, Tokyo, Japdn).

En 2012 comenzd a desarrollarse la tecnologia Swept-source OCT, que utiliza un rango de
longitudes de onda individuales secuencialmente, de forma que consigue una mayor velocidad
de analisis (disminuyendo el tiempo de la prueba), una menor dispersion de la luz emitida (por
lo que puede atravesar medios opacos como una catarata y alcanzar tejidos mas profundos
como la coroides) y una alta definicion de la imagen en diferentes planos de profundidad. Esta
capacidad de evaluar capas profundas como la coroides se logra gracias al laser cercano al
infrarrojo de mayor longitud de onda utilizado en la tecnologia Swept-source. El hecho de que
sea una luz fuera del espectro visible también contribuye a reducir el movimiento del ojo
durante la exploracion, disminuyendo asi los artefactos y aumentando la precision de la
exploracién (155). El tiempo medio de exploracidon para una prueba estandar 3D es de 0.65

segundos.
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El OCT Triton (Topcon, Japdn) del que dispone el Servicio de Oftalmologia de nuestro hospital,
se basa en la tecnologia Swept-source. Utiliza una longitud de onda de 1050 nm y alcanza una
resolucidon de 2.6 micras. Este dispositivo nos permite explorar las distintas capas de la retina 'y

la coroides tanto en la zona macular como en la zona peripapilar (figura 31).

Figura 31. Tomografia de coherencia dptica (OCT) Swept-source. A la izquierda, imagen del aparato utilizado en
nuestro estudio. A la derecha, una imagen del area macular y papilar obtenida con ese aparato.

Los aparatos de OCT poseen una base de normalidad con la que comparan los resultados del
individuo evaluado en funcién de su edad, raza y sexo para determinar la probabilidad de que
esos resultados se ajusten a la normalidad o no. Lo representan con una escala de colores que

facilita la interpretacién, siendo verde normal, amarillo dudoso, y rojo anormal.

Mediante la OCT, se han detectado alteraciones tanto en el espesor de la CFNR a nivel
peripapilar, como en el espesor de la capa de células ganglionares a nivel macular en diversas
enfermedades neurodegenerativas como la EM, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad
de Alzheimer (98,156). El espesor de las fibras nerviosas de la retina en la zona temporal es el
mas relevante porque los axones situados en esa zona provienen de la macula, y son por lo tanto
los que transportan la informacidon de las zonas de la retina con mayor concentracion de
fotorreceptores. Gracias a ellos obtenemos la mayor calidad de imagen y la mejor agudeza
visual. Es precisamente en este sector temporal en el que se presentan las alteraciones mas
precoces en las enfermedades neurodegenerativas (157). De esta manera, la OCT tendria un

papel importante como biomarcador del dafio axonal.
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Las imagenes fueron adquiridas en nuestros estudios utilizando dos de los protocolos incluidos

en el dispositivo SS-OCT: el 3D Wide y el 3D Disc.

Protocolo 3D Wide (106): es el que analiza el drea mas completa en una sola medicidn. Este

protocolo incluye un escaneo de 9 mm de alto x 12 mm de ancho que se centra tanto en la
macula (ETDRS: exploracién del estudio de retinopatia diabética de tratamiento temprano)
como en el area peripapilar (TSNIT: exploracidn temporal-superior-nasal-inferior-temporal). La
exploracién ETDRS proporciona las nueve areas maculares clasicas, asi como el espesor central
subfoveal, el espesor medio y el volumen macular. El didmetro del area peripapilar medido con
la exploracién TSNIT es de 3.4 mm. El anadlisis TSNIT proporciona datos de los 4 cuadrantes
peripapilares (superior, nasal, inferior y temporal), 6 sectores (superonasal, superotemporal,

nasal, temporal, inferonasal e inferotemporal) y doce sectores horarios (figura 32) (158).

Figura 32. Protocolo 3D Wide. En la zona superior izquierda se observa la zona evaluada sobre una imagen
del fondo de ojo. En la zona central superior se muestra una reconstruccion del corte seleccionado. En la
zona central inferior se muestran los espesores de los cuadrantes y sectores papilares. En la zona derecha
se muestran mapas de los espesores de las diferentes capas, comenzando arriba por el espesor total de la
retina. Foto realizada con el dispositivo SS-OCT Triton del Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel
Servet.
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El andlisis mediante TSNIT proporciona mediciones independientes y automatizadas de las
diferentes capas de la retina. Se registraron los espesores de la CFNR (entre la membrana
limitante interna -ILM- y los limites de CCG), de la GCL + (entre la CFNR y los limites de la capa
nuclear interna), de la GCL ++ (entre la ILM y los limites de la capa nuclear interna) y el espesor
de la retina (entre la ILM y el epitelio pigmentario de la retina). Ademds, con ambos protocolos

de andlisis se conseguian mediciones automaticas del espesor de la coroides (figura 33).

Figura 33: Representacion de las capas que evalia el dispositivo Triton (en azul) y su
correspondencia con las capas histoldgicas de la retina (en naranja).

Todos los escaneos se llevaron a cabo por el mismo explorador experimentado en la técnica y
fueron evaluados por un calificador experimentado para la calidad de la segmentacién
inmediatamente después de la adquisicion. El dispositivo SS-OT proporciona una escala de
calidad de imagen para indicar la intensidad de la sefial. La escala tiene un rango que va desde
0 (calidad pobre) a 100 (calidad excelente). Sélo las imagenes con una escala = 40 o > 50 (segun

el estudio) fueron analizadas en nuestros trabajos.
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Protocolo 3D Disc: Genera un mapa de espesor en un area de 6x6 mm en la zona del disco dptico.

Este escaneo proporciona parametros morfoldgicos del disco déptico y otros pardmetros
peripapilares, incluyendo espesores de CFNR y de coroides (figura 34). Mide el espesor total, y
genera tres mapas: uno de ellos esta formado por 4 cuadrantes (nasal, superior, temporal e
inferior), otro esta dividido en 6 sectores (superonasal, nasal, inferonasal, inferotemporal,

temporal y superotemporal) y el otro esta dividido en 12 sectores horarios.

Mediante una cuadricula de 26x26 cubos localizados en el centro del disco dptico, se puede
medir automaticamente el espesor coroideo. Esta cuadricula incluye 676 cubos de un tamanio
200 x 200 um, localizados alrededor de la cabeza del nervio éptico. Los 88 cubos centrales
corresponden a la cabeza del nervio dptico y no son analizados, por lo que el dispositivo mide el

espesor coroideo en un total de 588 cubos peripapilares.

Figura 34. Imagen del informe de analisis de la capa de fibras nerviosas de la retina, obtenido con tomografia por
coherencia éptica Deep Range Imaging (DRI-OCT) Triton (Topcon, Tokio, Japdn) del ojo derecho de un sujeto sano.
El informe incluye la delimitacidon automatica en cuadrantes y en 12 sectores. Foto realizada con el dispositivo
Swep-source OCT Triton del Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet.
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4.3 Variables.
Las variables seleccionadas para nuestro estudio fueron (Tabla 4):

Demograficas Sexo
Edad
Neurolégicas Fenotipo de EM

Edad al diagndstico
Tiempo de evolucion
Tratamiento
Puntuacion EDSS
Puntuacion EDSS visual

Oftalmoloégicas PIO
Episodios de NO

Defecto de refraccién (dioptrias)

AV Snellen Puntuacién decimal
AV ETDRS Puntuacion log MAR
Funcion visual _ o . .
Campo visual Desviacion media (MD) con Perimetro Humphrey
Campo visual Fast-30 AD, CAD, VD, TF con unidad multifuncional de analisis de la

vision Monpack One

CSV-1000 Frecuencia A,B,Cy D
0,5;1,2,5,10,20 cpd con unidad multifuncional de analisis de la
vision Monpack One

e Espesor total CNFR (um)

e Espesor CNFR (um)S,N,Te l

e Espesor total CCG+IPL (um)

Cirrus- OCT e Espesor minimo CCG+IPL (um)

e Espesor CCG (um) foveal

e Espesor CCG (um) I,IN,N,SN,S,ST,T,IT

e Espesor macular de CNFR, CCG+,CCG++,coroides y

Estructurales espesor total de la retina

e Espesor peripapilar de CNFR, CCG+,CCG++,coroides y
espesor total de la retina

e Espesor coroideo zona 2,3,4 (um)

e Espesor coroideo total (um)

e N2de cubos peripapilares con espesor 120-179 um

e N2de cubos peripapilares con espesor 180-239 um

e N2de cubos peripapilares con espesor 2240 um

Triton OCT

Tabla 4: Variables recogidas en los cuatro articulos. Abreviaturas: |, inferior; S, superior; T, temporal; N, nasal; IN:
inferonasal, IT, inferotemporal, SN, superonasal; ST, superotemporal, CSV: Vision sensibilidad al contraste; CFNR: capa de
fibras nerviosas de la retina; CCG: capa de células ganglionares; IPL: capa plexiforme interna; PEV: potenciales evocados
visuales; ERG: electrorretinograma; PIO: presidn intraocular; EDSS: escala expandida de discapacidad; ETDRS: Early
treatment Diabetic Retinipathy Study.
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7.4 Recogida y analisis de datos.

Todas las variables citadas anteriormente se registraron en diferentes bases de datos

correspondientes a cada uno de los estudios que componen esta tesis, con el programa Excel

2010 (Microsoft Office). Cada uno de los analisis estadisticos se realizd con el programa SPSS

versién 20.0 (SPSS Inc., Chicago, United States). Se comprobo el ajuste a la normalidad de las

variables mediante el test de Kolmogorov-Smirnov para cada una de las muestras. Cada ojo fue

considerado de forma independiente y sélo fue seleccionado para andlisis un ojo de cada

paciente.

A continuacidn, se detalla la estadistica individual de cada uno de los estudios.

1.

Functional evaluation of the visual pathway in patients with multiple sclerosis using a
multifunction stimulator monitor. Satue M, Jarauta L, Obis J, Cipres M, Rodrigo MJ,
Almarcegui MC, Dolz |, Ara JR, Martin J, Pablo LE, Garcia-Martin E. J Ophthalmol.
2019;2019:2890193.

Se trata de un estudio de cohortes, observacional y transversal que incluyé a 48
pacientes con EM y 46 controles sanos y que tiene como objetivos evaluar la capacidad
de la unidad multifuncional de analisis de la vision Monpack One para detectar
alteraciones en la funcién visual de pacientes con EM y valorar la correlacion entre los
parametros estructurales de la retina (obtenidos con OCT) y las mediciones funcionales
obtenidas mediante esta técnica.

La distribucién de las variables se analizaron mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov y dado que muchas no seguian una distribucién normal, se usaron test no
paramétricos para el analisis estadistico: las variables entre los dos grupos fueron
comparadas usando el test U de Mann-Whitney y las correlaciones entre variables
funcionales y estructurales, y entre la escala EDSS vy las variables de funcién visual, se

obtuvieron mediante el test Rho de Spearman.

80


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%E2%80%A2%09Functional+Evaluation+of+the+Visual+Pathway+in+Patients+with+Multiple+Sclerosis+Using+a+Multifunction+Stimulator+Monitor.

Abilify of swept-source optical coherence tomography of detect retinal and choroidal
changes in patients with multiple sclerosis. Garcia-Martin E, Jarauta L, Vilades E, Ara JR,

Martin J, Polo V, Larrosa JM, Pablo LE, Satue M. J Ophthalmol. 2018;2018:7361212.

Se trata de un estudio de cohortes, observacional y transversal, llevado a cabo con 101
sujetos sanos y 97 pacientes afectos de EM con el objetivo de evaluar la capacidad del
nuevo dispositivo de Triton OCT Swept-source (SS-OCT), para detectar los cambios en el
espesor de la retina y de la coroides en pacientes con EM, en comparacién con un grupo
de controles sanos. La muestra siguid una distribucién ajustada a la normalidad segun
el test de Kolmogorov-Smirnov (p>0.05). Se usaron test paramétricos para los andlisis
estadisticos. Se aplicd la correccién de Bonferroni para comparacidén de variables

multiples.

Changes in peripapillary choroidal thickness in patients with multiple sclerosis. Garcia-
Martin E, Jarauta L, Pablo LE, Bambo MP, Ara JR, Martin J, Polo V, Larrosa JM, Vilades E,
Ramirez T, Satue M. Acta Ophthalmol. 2019;97(1):e77-e83.

Se trata de un estudio de casos controles prospectivo que evalia un total de 51
pacientes con EMRR y 102 controles sanos. Los sujetos sanos eran divididos en grupo de
aprendizaje (n = 51, usados para establecer zonas coroideas) y grupo de evaluacién (n =
51, usados para comparar mediaciones con pacientes EM). Nuestro objetivo era
determinar el espesor de la coroides en controles sanos mediante el software
automatico del dispositivo Triton SS-OCT, definir areas con un espesor coroideo similar

y medir esas dreas en pacientes con EM y compararlas con las de los controles sanos.

Para comparar variables cuantitativas que seguian una distribuciéon paramétrica usamos
la prueba T de Student y para variables cualitativas el test Xi-cuadrado. El nivel de

significancia estadistica se establecié en p <0.05.

Progressive functional and neuro-retinal affectation in multiple sclerosis patients
treated with fingolimod. Garcia-Martin E; Ruiz de Gopegui E; Satue M; Gil-Arribas L;
Jarauta L; Ara JR; Martin J; Fernandez FJ, Vilades E; Rodrigo MJ."J Neuroophthalmol.
2020 in press.

Se trata de un estudio de cohortes observacional, prospectivo y longitudinal de 12
meses de seguimiento en el que fueron incluidos 78 ojos de 78 pacientes con EM
tratados con Fingolimod y fueron comparados con 32 pacientes con EM tratados con

interferdn beta. Todos los pacientes fueron evaluados cada 3 meses. Nuestro objetivo
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fue evaluar el efecto del Fingolimod en la funcién visual y en la estructura neuro-
retiniana en pacientes con EM (mediante Cirrus HD-OCT) y compararlo con pacientes
gue eran tratados con interferones beta.

Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se observd que las variables no tenian una
distribucidn que se ajustara a la normalidad, por lo que se usé el test no paramétrico de
U de Mann Whitney para evaluar las diferencias entre grupos. Para variables cualitativas
se utilizo el test Xi-cuadrado. El valor de p <0.05 fue considerado nivel de significancia
estadistica, y se aplicd la correccién de Bonferroni para el andlisis de variables multiples.
La correlacion entre los parametros funcionales y estructurales fue analizada mediante

el coeficiente de correlacién de Spearman.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
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Journal of Ophthalmology

Tapre 3: Macular and peripapillary choroidal thickness as mea-
sured with swept-source deep range imaging optical coherence
tomography Triton in patients with multiple sclerosis and healthy
subjects.

Healthy
controls M5 P
Macular choroidal thickness
; 278.85 276.41
Inner ring (100.14) (86.10) 0.855
: 261.41 254.46
Outer ring (103.46) (79.69) 0.038
Peripapillary choroidal
thickness
Total 172.44 (94.02) (’8635 '2921) 0.603
Quadrants (x4)
2 193.73 174.55
Superior (101.97) (79.61) 0.140
Nasal 167.08 (87.91) (176;;56) 0.838
A 153.01 150.24
Inferior (101.26) (98.71) 0.844
Temporal 175.93 (97.12) (19734 9270) 0.898
Sectors (x6)
194.70 171.19
Superonasal (103.29) (78.79) 0.072
196.39 179.33
Superotemporal (106.92) (82.15) 0.208
164.21
Nasal 167.61 (88.95) (8033) 0.777
150.04 147.76
Inferonasal (100.58) (100.30) 0.872
154.01 151.39
Inferotemporal (103.59) (101.97) 0.857
174.20
Temporal 175.93 (97.12) (93.97) 0.898

All measurements are in microns. Each of the four macular areas in the
3mm and 6 mm ring of the ETDRS are assembled into one unique inner
and outer ring, due to elevated standard deviation. Bold letters indicate
statistical significance. MS, multiple sclerosis.

than peripapillary GCL measurements (GCL+), and the
latter were more reduced in temporal and nasal areas. The
fact that the nasal quadrant is affected only in the GCL + in
our patients (and not in the RNFL, GCL++) may suggest
that, indeed, GCL measurements are somewhat a more
subtle marker for neurodegeneration than RNFL thickness.
However, more studies with SS-OCT technology including
macular GCL + measurements are needed to corroborate
these findings.

The choroid (present both in the ocular globe and the
central nervous system) is composed of epithelial cells
resting on a basal lamina. These epithelial cells produce the
cerebrospinal fluid, which has many functions, such as
providing mechanical support, a route for some nutrients
and removing by-products of metabolism and synaptic
activity [25]. The tight junctions located in the choroidal
epithelial cells of the central nervous system form the blood-
cerebrospinal fluid barrier. Previous atrophy of the
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choroidal epithelial cells and thickening of the basement
membrane were observed in the central nervous system’s
choroidal plexus of patients with other neurodegenerative
diseases, such as Alzheimer’s disease [25]. In MS, an in-
flammatory disease, pathogenic autoreactive T lymphocytes
may migrate through the blood-cerebrospinal fluid barrier
of the choroid into the central nervous system [25]. Few
previous studies focused on ocular choroidal thickness
measurements in MS using OCT imaging, and none of them
included SS technology. Esen et al. demonstrated, using
enhanced depth imaging (EDI) SD OCT, that the subfoveal
choroidal plexus in these patients was significantly reduced
compared with healthy individuals, and this reduction was
associated with disease duration [26]. Our patients showed
significant reduced choroidal thickness in the assembled
outer ring of the macular area, but not when the 9 separate
EDTRS areas were compared. Additionally, the peripapillary
choroidal plexus seemed to be diminished in our patients
compared with controls (although this finding was not
significant). Choroidal thickness is influenced by the axial
length of the eye. Both refractive errors and axial length were
evaluated in our study and did not differ significantly be-
tween patients and controls. Recent research comparing SD-
OCT and SS-OCT choroidal measurements in healthy and
high myopic subjects demonstrated that SS-OCT mea-
surements provide better quality of choroidal images, which
allows higher rates of measurement of this layer [15, 27].
However, choroidal measurements in our study were au-
tomatically obtained, which could add segmentation arte-
facts, but also decrease bias induced by manual
measurement. In our opinion, more studies comparing SD-
OCT and SS-OCT choroidal measurements in MS patients
are needed to corroborate our findings.

A possible limitation is that subclinical glaucomatous
eyes might have been included in the study, despite all
participants (MS and controls) being evaluated for IOP
levels (but not for glaucomatous changes in perimetry). It is
possible that both the patient and the control group of
subjects contained subclinical glaucomatous eyes. However,
since this would have randomly affected both comparative
groups, we do not consider this to alter significantly the
results of our study. Another possible limitation is that the
quality of some of the scans would have caused the choroidal
thickness in the MS to be diminished when automated
segmentation was applied. Nevertheless, we checked the
quality of the scans immediately after acquisition, all quality
scores were >55 in both groups, and no statistical difference
between the MS and the control group was observed
(p>0.05)

5. Conclusions

New swept-source technology for OCT devices detects
macular thinning and peripapillary retinal, RNFL, and GCL
reduction in MS patients, providing increased and more
detailed evaluation of the choroid in these patients. Based on
our findings, SS-OCT devices could be used as an alternative
tool to SD-technology in the routine evaluation of patients
with MS. Moreover, since SS-OCT provides increased depth
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Structured Abstract (Objective; Methods; Results; Conclusion)

ABSTRACT

Background: To evaluate the effect of Fingolimod in visual function and neuro-retinal

structures in patients with Multiple Sclerosis (MS) during one year.

Methods: This longitudinal and observational cohorts study included 78 eyes of 78 MS
patients treated with Fingolimod. All subjects were evaluated every 3 months during 12
months, and compared with 32 patients treated with Interferon beta. All patients were
examined for high and low contrast (2.5 and 1.25%) visual acuity, contrast sensitivity
vision (CSV) (using Pelli Robson and CSV 1000E tests), color vision (Farnsworth and
L"Anthony D15 desaturated tests), and retinal structural measurements (RNFL and GCL

thickness) using optical coherence tomography (OCT) technology.

Results: MS patients treated with Fingolimod during one year presented significant
reduction in 100% and 1.25% contrast visual acuity (p=0.009 and 0.008 respectively),
an alteration of contrast sensitivity and color perception (Pelli-Robson, CSV-1000,
Farnsworth and L’Anthony; p<0.001), ganglion cell layer (GCL) thickness reduction
(p=0.007), and average macular central thickness increase of 2.6 microns (p=0.006).
MS patients treated with Interferon beta did not present significant changes in visual
function tests neither in macular thickness measurements, but they showed a significant
reduction of GCL and RNFL thicknesses. The reduction in neuro-retinal structures by
OCT was significantly higher in the Interferon beta group, but Fingolimod patients
presented a significant increase in macular central thickness and a reduction in low

contrast vision (p<0.001).

Conclusions: MS patients with Fingolimod treatment and no clinically observable
macular edema present a significant change in visual function parameters and average
macular central thickness increase compared with interferon beta. These findings are

probably due to subclinical macular edema produced by Fingolimod which might be
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INTRODUCTION

Visual impairment is a key manifestation of multiple sclerosis (MS). Acute optic
neuritis is a common, often showing manifestation, however visual deficits and
structural loss of retinal axonal and neuronal integrity can occur even without a history
of optic neuritis. Partially in reaction to the improvement of sensitive visual function
evaluations, structural markers consisting of optical coherence tomography and
magnetic resonance imaging, and quality of life measurements which give medical
meaning to the structure-function correlations which are unique in the afferent visual
pathway [1] interest in vision in MS is growing. Abnormal eye movements are also

common in MS.

Low-contrast visual acuity has emerged as the main choice to measure visual
impairment in MS. It is related with vision-specific quality of life measurements,
providing information on medical relevance and with the structural integrity of the
retina measured by optical coherence tomography (OCT). Also, these factors have
resulted in a fast accumulation of information about visual impairment in optic neuritis

and MS [2].

Fingolimod (FTY720, [Gilenya®, Novartis Pharmaceuticals, Basel, Switzerland]) is an
immunotherapeutic drug targeting the sphingosine-1-phosphate receptor. It was
regarded as the first oral disease-modifying therapy (DMT) for relapsing varieties of
MS by the US FDA in 2010, and eventually by the European Medicines Agency in
2011[3-4]. It belongs to a class of molecules addressing the sphingolipid-regulated
signaling system. The medical outcomes of this agent, confirmed in several massive,
randomized, controlled scientific trials of patients with relapsing-remitting MS

(RRMS), consisted of an early and sustained impact on brain atrophy [5-7].
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Potential side effects such as bradycardia, infections, atrioventricular block, skin cancer,
teratogenicity and progressive multifocal leukoencephalopathy might appear during
therapy with Fingolimod; reactivation of MS activity may happen after fingolimod
cessation; therefore, patients should be closely monitored for disease activity for several
months after abandoning Fingolimod [8,9]. Concerning the eye and although its
incidence is low [10-12] Fingolimod-associated macular edema is recognized as an
adverse drug reaction during Fingolimod therapy for MS. Generally, Fingolimod is
simply interrupted when this sort of edema appears, and in most cases it gets better

without the need of other drugs [7].

The effects of MS on the central nervous system are generally difficult to examine
directly, but the retinal nerve fiber layer (RNFL) and the ganglion cell layer (GCL) can
be measured to directly assess neurons and axonal damage by using OCT [13-19].
However, only a few authors have examined the effects of MS treatments on visual
function or RNFL/GCL degeneration, including Fingolimod, with the particularity of

the associated macular edema.

METHODS

This is a cohort observational longitudinal study.

Cohort description: We performed a prospective longitudinal study with a 12-month
follow-up. Seventy eight eyes from 78 relapsing-remitting MS patients (RRMS) with
Fingolimod treatment were evaluated at baseline, 3, 6 and 12 months from the
beginning of the treatment; and 34 RRMS eyes from 34 patients were studied at
baseline treated with Interferon and 12 months. Recruitment began in 2018 and

evaluations were made between 2018 and 2019. We included only one eye from each
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patient randomly to avoid confusion bias for interrelation between two eyes from the
same patient. In cases of patients with past history of ON, only the non-ON eye was
selected for the study to avoid bias due to atrophy secondary to the inflammatory

episode.

Patient and Public Involvement: All processes adhered to the tenets of the Declaration
of Helsinki, and the local ethics committee accepted the experimental protocol (Code:
03/2012). All participants supplied informed consent to participate in the study and they
were free to stop participating in the study at any time they desired. In the informed
consent, the investigator explained research question and outcome measures to the
patients remitted by neurologist with MS diagnosis. Results of the study was
communicated to the patients in each visit and wrote in the clinical history of the patient

to be read later by the neurologist.

All patients started treatment with Fingolimod or Interferon in less than two weeks’
time from the baseline ophthalmic examination.

Study protocol: All subjects underwent a complete ophthalmological examination,
including anterior segment, pupillary reflex and funduscopic evaluation in order to rule
out any concomitant eye condition. Only patients with relapsing-remitting MS were
included in our study. Patients with visual acuity < 0.1 (6/60, using the Snellen chart),
intraocular pressure > 20 mmHg and/or active MS outbreaks (of any neurologic deficit)
in the 6 months preceding enrollment in the study were excluded from the study. Other
exclusion criteria included the presence of other retinal pathologies, such as the
presence of clinically observable macular edema, retinal atrophy, or other retinal
alterations not related to MS that could interfere with OCT measurements. The presence

of other neurological pathologies was also ruled out, as well as systemic diseases that
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could interfere with retinal measurements (such as diabetes mellitus or uncontrolled

arterial hypertension)

Visual function became assessed via measuring best-corrected visual acuity (BCVA)
using an ETDRS chart with three different contrasts (100%, 2.50%, and 1.25%),
contrast sensitivity vision (CSV using CSV 1000E test and Pelli-Robson chart), and the
color vision by the Farnsworth desaturated D15 and L"Anthony desaturated D15 tests.
All visual function measurements were obtained under monocular and binocular vision,
with best correction, and controlled light conditions (photopic, high mesopic and low
mesopic). In addition, the Expanded Disability Status Scale (EDSS) score became

evaluated.

Contrast sensitivity vision (CSV) is a preferable means to test visual function than
visual acuity. CSV 1000E and the Pelli-Robson are the two tests used in its
measurement. The "contrast threshold" is the lowest contrast necessary for a set of
bands and letters to be noticed by the eye. The CSV-1000E device is used globally for
standardized CSV and glare examination. At a distance of 2.5 meters from the chart
under monocular vision at 4 different spatial frequencies (3, 6, 12, and 18 cycles per
degree [cpd]) were all patients evaluated, and a CSV curve is generated. The Pelli-
Robson chart comprises horizontal traces of capital letters over a white background,
organized in triplets, with two triplets per line, having each triplet the same contrast: the

contrast decreases from one triplet to the next.

Color vision was evaluated through the Color Vision Recorder program, a piece of
software which examines chromatic discernment by arrangement of colors. It comprises
the conventional test of Farnsworth 100-hue (FM-100), Farnsworth - Munsell D15, and
L’Anthony D15 [20-21]. All patients in the study underwent an evaluation using the

Farnsworth - Munsell D15 and L’Anthony D15 protocols (commonly used to

114



W ~Joy U b WD

OO OYOYON U1 QU1 OTOT QOO O S S D D DD DWW W W W W W W W W NN NN NDNDND NN N RE R
Qb WNDEF OWO--JTOUd WNHF OWO--JTOOEdWMNDRFEF OWWOW--ITOUDWNNE OWO--JTU D WNDEFE OWOW--JoyO b WNDE O W

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

differentiate between patients with severe loss of color vision and those with milder or
normal color vision and or defects) and distinguish output parameters together with the
Confusion Index(C-index), the Color Confusion Index (CCI), the Confusion angle
(Conf Ang), and the Scatter Index (S-index) were recorded.

Structural examination of the retina was carried out using Spectral domain (SD) optical
coherence tomography (OCT) with the Cirrus High definition (HD) OCT (Cail Zeiss
Meditec Inc, Dublin, CA), and ganglion cell protocol (for individual analysis of this
layer). The OCT device was the identical experienced operator. An internal fixation
objective was used as it presents the highest reproducibility. Image quality assessment
depended on the signal strength measurement that connects the signal-to-noise ratio
with the uniformity of the signal within a scan (scale 1-10, being 1 poor image quality
and 10 excellent). Images included for testing had a quality score higher than 7. Scan
adquisition followed the OSCAR-IB criteria and scans were rejected following
published recommendations on decentration, poor scan quality, boundary line errors or
algorithm failures, and none of the retinal diseases included as to be considered in these

criteria was present.

The Cirrus OCT macular cube 512 x 128 protocol offers a macular volume measure and
retinal thickness values for 9 regions which correspond to the ETDRS. These areas
include a central 1-mm circle interpreting the fovea, an inner ring measuring 3 mm and
an outer ring measuring 6mm in diameter. These rings are separated into four quadrants
each: superior, nasal, inferior, and temporal. The Cirrus OCT optic disc protocol
generates 200 x 200 cube images with 200 linear scans allowing examination of the
RNFL of a 6-mm’ area around the optic nerve. For every scan series of RNFL
evaluation, the mean, superior, inferior, temporal, and nasal thickness were measured.

Cirrus segmentation analysis for retinal layers also provides measurements of the GCL

115



116



W oo ~Joy Od W

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

thickness, evaluating six areas of the macular cube (superior, superonasal, inferonasal,
inferior, inferotemporal, and superotemporal sectors) and measurements of the mean
and minimum GCL and the inner plexiform layer (GCL + IPL) value of a set of 360
spokes, in which each average outcome stand for the mean number of pixels along that
spoke which locates within the measurement annulus. The minimum is chosen because
the thinnest portion of the GCL + IPL within the perifoveal region is regarded to imply

damage to the ganglion cells.

Statistical analysis: All data analyses were performed using SPSS software version
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). The Kolmogorov-Smirnov test used to assess sample
distribution excluded standard values, so the Wilcoxon nonparametric test for paired
samples was used in the quantitative data analysis. For the qualitative data, Chi Square
test was performed. The Bonferroni correction for multiple comparisons was used in all
analyses, and values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance

The linear correlation between structural and functional parameters was established

through Spearman’s correlation coefficient.

All-important data and results are provided in the article. Data not provided in the
article because of space limitations will be shared at the request of other investigators
for purposes of replicating procedures and results. Anonymized data will be shared by

request from any qualified investigator.

RESULTS

Fingolimod group

The Fingolimod group was composed by 78 RRMS patients, 14 men (17.95%) and 64

women (82.95%).
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In the group treated with Fingolimod, 30.77% patients started Fingolimod as their first
treatment; on the other hand, 42.72% had used Interferon previously, 12.82% Glatimer
acetate, and 7.69% Natalizumab. The mean EDSS scale at the beginning of the study
was 2.70+2.01 and 2.71+1.88 in 1-year visit (p>0.05).

A relative afferent pupillary defect (RAPD) was found in 4 patients (5.12%). A total of

20 patients had a history of optic neuritis in at least one eye (25.64%), with a minimum

distance of six months from the active episode and the inclusion in the study.

The functional analysis in Fingolimod group demonstrated that Farnsworth showed
alterations at the baseline visit in 12 patients (15.39%) and normal results in 66
(84.61%). L’ Anthony D15 was normal in 30 cases (38.47%), and altered in 48 patients
(61.53%). Visual function parameters at baseline and at 3, 6 and 12 months are shown
in Table 1. Significant reduction in monocular and binocular VA measured at low
contrast conditions (1.25%) were found after 12 months of non-stop treatment with
Fingolimod (p=0.009 and 0.008 respectively). Contrast sensitivity measured with Pelli-
Robson, monocular and binocularly, showed a significant slow and progressive
deterioration at 6 and 12-months examination (p <0.001). Contrast sensitivity measured
with CSV 1000 did not find any significant differences in any of the four frequencies
analyzed along the 12 months of follow-up. Color vision examination (L Anthony test
indexes and Farnsworth indexes) did not find statistically differences in the progressive

3, 6 or 12-months visits.

The retinal structure analysis in Fingolimod group proved significant differences
between the baseline and the 12 months examination are shown in Table 2. We detected
a significant increase in central macular thickness (p=0.006), however, a significant
reduction was found in the macular temporal area of the outer ring (p=0.002). Average

GCL value was significantly reduced when comparing the baseline and the 12-month
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visits (p=0.007), and also a significant reduction was found when analyzing the GCL
division in the inferior sector (p=0.008) nasal inferior (p= 0.009), nasal superior
(p<0.001) and temporal inferior (p=0.002) (Fig. 1). RNFL comparisons showed
differences when analyzing the RNFL hour sectors 8, 11 and 12, with a significant
increment in thickness (p=0.001, p=0.002 and p=0.001 respectively).

Correlation analysis was performed to determine the association between the changes in
visual function parameters and structural variables during the follow-up. The correlation
was of mild-moderate strength but did not prove significant when using the Bonferroni

correction for multiple comparisons.

Interferon group

The interferon group was composed by 34 RRMS patients, 6 men (17.65%) and 28
women (82.35%), and a relative afferent pupillary defect (RAPD) was found in 1
patient (2.94%). A total of 8 patients had history of optic neuritis in at least one eye
(25.00%), with a minimum distance of six months from the active episode and the
inclusion in the study. The mean EDSS scale was 2.67+1.78 at the beginning of the

study and 2.69+1.85 at 1 year.

The functional analysis at the baseline visit of the Interferon group demonstrated
alterations in 7 patients (20.58%) in Farnsworth D15 test, and 18 patients (52.94%) in
L’ Anthony D15 test. Visual function parameters at baseline and at 12 months are shown
in Table 3. Reductions in monocular and binocular VA measured at low contrast
conditions (1.25%) were found after 12 months of non-stop treatment with Interferon,
but the changes were not significant using Bonferroni correction (p=0.025 and 0.031

respectively).

The neuro-retinal analysis by OCT in the Interferon group showed significant

differences between the baseline and the 12 months examination (Table 4) in all GCL
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thicknesses (p<0.008), in RNFL average thickness and in superior, inferior and temporal
RNFL sectors thicknesses (p<0.007). Macular thickness did not show significant
changes.

Correlation analysis between the changes in functional and structural variables during

the follow-up showed did not show significate associations.

Comparison of changes between Fingolimod and Interferon groups

Before this analysis, no significant differences in EDSS and OCT parameters were

found between Fingolimod and Interferon group at the baseline visit.

Comparison of the change in variables during the one-year follow-up in both groups of

MS patients is represented in tables 3 and 4.

The Fingolimod group showed higher low contrast VA change (with monocular and
binocular vision) in the one-year follow-up compared to Interferon group (p<0.001)

(table 3).

The reduction in GCL average thickness structures by OCT was significantly higher in
the Interferon group (p<0.006) and in RNFL average, superior, inferior and temporal
RNFL sectors thickness (p<0.001). Fingolimod patients presented a significant increase
in macular central thickness (in foveal, inferior inner and inferior outers sectors) and

reduction in low contrast vision compared with Interferon patients (p<0.007) (table 4).

DISCUSSION

Macular edema is a prominent adverse event reported in diverse studies about

Fingolimod safety [22-24]. However, in the present study, we have analyzed and
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quantified changes in visual function objective and measurable parameters and
identified potential changes in retinal morphological structure among RRMS patients
starting treatment with Fingolimod, with a 12-month follow-up, being this, to the best of

our knowledge, the first study with these characteristics.

The overall goal of this study is to describe and characterize the changes due
exclusively to this pharmacological treatment in particular, not the changes observed in
other MS patients and caused by the neurodegenerative process itself, and the aim was

to establish the differences between macular edema and other alterations clearly.

Visual Acuity is most of the times the only objective parameter about visual function or
quality which is measured in routine ophthalmologic examinations, but Contrast
Sensitivity evaluation is a much more valuable test, able to identify visual impairment
in early stages, especially when measured in high spatial frequencies. We evaluated the
visual function by quantifying not only VA, which is most of the times the only
objective parameter about visual function or quality measured in routine
ophthalmologic examinations, but also the VA at three different contrast levels,

providing much more information.

Sensitive visual outcome measurements are relevant when examining the effect of
treatment since visual dysfunction is one of the most common manifestations of MS. In
addition, MS patients often show subclinical changes in visual function without
apparent visual symptoms. Such impairments can remain undetected, because of the
lack of sensitivity of some visual function assessments, particularly those based solely
on high- contrast acuity. The tests which measure low-contrast vision (with shades of
grey on a white background) are more sensitive medical measurements of visual

disorder in MS and can detect abnormalities even in MS patients with otherwise evident
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good visual acuity. One of such tests used in our evaluation of patients was the Pelli-
Robson chart, which measure contrast sensitivity at a spatial frequency of 1 cpd, and it
was used in the Optic Neuritis Treatment Trial [25]. Thus it became a practical and

sensitive indicator of visual disorder in optic neuritis.

In our study, we have found a slight alteration in VA when measured at low contrast
conditions, but it is much more remarkable the significate finding of a progressive
dysfunction in the Contrast Sensitivity perception when measured with Pelli-Robson

along 12 months of follow-up.

We also observed structural macular changes during the follow up of patients treated
with Fingolimod. Macular thickness decreased slightly at 6 months and was followed by
a significant increase of central macular thickness at 12 months, compared to base line
measurements. This significant increase may be attributed to the high probability of
Fingolimod inducing macular edema,which is widely accepted as an undesirable side
effect from the medication and described by many authors [22,25-27]. This subclinical
macular edema might only appear after 6 months of treatment, following structural
changes caused by the natural course of the disease.

Garcia-Martin et al concluded that treatment might be a protective factor against RNFL
loss associated with disease progression [28] and such protective effect might also be
present in the case of patients treated with Fingolimod. However, it seems clear that
there is a need of further longitudinal studies using Fingolimod to confirm the potential
damage induced directly in the visual pathway, apart from the macular edema already

accepted as a secondary effect.

In the last years, the ganglion cell layer (GCL) measurement has become a more

specific parameter for neurological damage in neurodegenerative disorders than the
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isolated RNFL measurements, and so has been described in the medical literature by
Chiara and other authors [29-31]. In our study, we found an alteration in all the GCL
variables analyzed, when using the segmentation software for the 12 months follow-up.
The RNFL layer seemed to be increased after 12 months. This paradoxical fact may be
explained by the macular edema associated to Fingolimod, because the RNFL
measurements include the macula in the Cirrus OCT. However, when analyzing the
GCL alone we observe this apparent increase in the RNFL does not correspond to the
real damage found in the GCL. We believe that changes observed in the GCL at 6
months (decrease) correspond to the natural course of the disease affecting the retinal
neurons. As observed in macular total thickness, the GCL thickness also increased at 12
months, but thickness at one year was significantly lower than base line measurements.
When comparing groups of treatment, patients using Fingolimod seemed to preserve
better GCL thickness than interferon beta patients. However, this result should be
interpreted with caution, since the increase of the GCL found at 12 months in the
Fingolimod group might be caused by macular edema affecting segmentation
measurements, not real loss of ganglion cells.

One of the limitations of this study is that Interferon beta patients were visited only at
baseline and 12 months visit, but not after 3 and 6 months. The reason is that our
interest was focused on evaluating early macular effect in patients who started with
Fingolimod based on previous bibliography, but Interferon beta treatments have been
used for many years, their effect in OCT thicknesses is well known, and no evidence of
macular affectation has been found [22-24]. Another potential limitation of the study is
that the previous treatment that the patients had received (before being included in the
study) could have affected some of the parameters studied to some extent. We have

tested that no differences existed between Fingolimod and Interferon groups at the
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beginning of the study in functional and structural parameters, and neither in disability

score (EDSS) that was used to represent the severity scale in these MS patients.

Macular volume increase secondary to Fingolimod should be taken into consideration
when evaluating visual function and retinal OCT measures in these patients. The
alteration in contrast sensitivity vision might be a sign of early subclinical macular
edema and further structural evaluation should be carried out to confirm the presence of
possible incipient macular changes. Further psychophysical and structural evaluations
of vision in patients taking Fingolimod may be helpful to comprehend better this

phenomenon.

124



0 ~Joy b WD

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

BIBLIOGRAPHY

1. Graves J, Balcer LJ. Eye disorders in patients with multiple sclerosis: natural history

and management. Clin Ophthalmol. 2010;4:1409-22.

2. Frohman EM, Fujimoto JG, Frohman TC, Calabresi PA, Cutter G, Balcer LJ. Optical
coherence tomography: a window into the mechanisms of multiple sclerosis. Nat Clin

Pract Neurol. 2008;4:664-75.

3. Food and Drug Administration. Gilenya US prescribing information. Revised August
2015. Available

from: http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2015/022527s0191bl.pdf.

4. European Medicines Agency. Gilenya EU summary of product characteristics, latest
update of May 2015. Available
from: http://www.ema.europa.ew/docs/en_GB/document library/EPAR -

_Product_Information/human/002202/WC500104528 .pdf.

5. Izquierdo G, O’Connor P, Montalban X, Von Rosenstiel P, Cremer M, de Vera, et al.
Five-year results from a phase 2 study of oral fingolimod in relapsing multiple

sclerosis. Mult. Scler. 2013;20:877-81.

125



W ~Joy O WM

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

6. Cohen JA, Barkhof F, Comi G, Hartung HP, Khatri BO, Montalban X, et al. Oral
fingolimod or intramuscular interferon for relapsing multiple sclerosis. N. Engl. J.

Med. 2010;362:402-15.

7. Kappos L, Antel J, Comi G, Montalban X, O'Connor P, Polman CH, et al. Oral
fingolimod (FTY720) for relapsing multiple sclerosis. N Engl J Med. 2006;

355(11):1124-40.

8. Kappos L, Radue EW, O’Connor P, Polman C, Hohlfeld R, Calabresi P, et al. A
placebo-controlled trial of oral fingolimod in relapsing multiple sclerosis. N Engl J

Med 2010; 362:387-401.

9. Khatri B, Barkhof F, Comi G, Hartung HP, Kappos L, Montalban X, et
al. Comparison of fingolimod with interferon beta-1a in relapsing-remitting multiple
sclerosis: a randomized extension of the TRANSFORMS study. Lancet

Neurol 2011;10:520-9.

10. Jain N, Bhatti MT. Fingolimod-associated macular edema. Incidence, detection, and

management. Neurology 2012;78:672-80.

11. Saida T, Kikuchi S, Itoyama Y, Hao Q, Kurosawa T, Nagato K, et al. A randomized,
controlled trial of fingolimod (FTY720) in Japanese patients with multiple

sclerosis. Mult Scler 2012;18:1269-77.

12. Turaka K, Bryan JS. Does fingolimod in multiple sclerosis patients cause macular

edema? J Neurol 2012;259:386-8.

13. Khanifar AA, Parlitsis GJ, Ehrlich JR, Aaker GD, D"Amico DJ, Gauthier SA, et al.
Retinal nerve fiber layer evaluation in multiple sclerosis with spectral domain optical

coherence tomography. Clin Ophthalmol 2010;4:1007-13.

126



O ~Joy O W

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

14. Sergott RC. Optical coherence tomography: measuring in-vivo axonal survival and
neuroprotection in multiple sclerosis and optic neuritis. Curr Opin Ophthalmol

2005;16:346-50.

15. Zaveri MS, Conger A, Salter A, Frohman TC, Galletta SL, Markowitz CE et al.
Retinal imaging by laser polarimetry and optical coherence tomography evidence of

axonal degeneration in multiple sclerosis. Arch Neurol 2008;65:924-8.

16. Gundogan FC, Demirkaya S, Sobaci G. Is optical coherence tomography really a
new biomarker candidate in multiple sclerosis? A structural and functional evaluation.

Invest Ophthalmol Vis Sci 2007;48:5773-81.

17. Garcia-Martin E, Pueyo V, Martin J, Almarcegui C, Ara JR, Dolz I, et al.
Progressive changes in the retinal nerve fiber layer in patients with multiple sclerosis.

Eur J Ophthalmol 2010;20:167-73.

18. Sergott RC. Optical coherence tomography: measuring in-vivo axonal survival and
neuroprotection in multiple sclerosis and optic neuritis. Curr Opin Ophthalmol

2005;16:346-50.

19. Zaveri MS, Conger A, Salter A, Frohman TC, Galetta SL, Markowitz CE, et al.
Retinal imaging by laser polarimetry and optical coherence tomography evidence of

axonal degeneration in multiple sclerosis. Arch Neurol 2008;65:924-8.

20. Vingrys AJ, King-Smith PE. A quantitative scoring technique for panel tests of
color vision. Invest Ophthalmol Vis Sci 1988;29(1):50-63.
21. Bowman AJ. A method for quantitive scoring of the Farnsworth panel D15. Acta

Ophthalmologica 1982;60:907-16.

22. Mandal P, Gupta A, Fusi-Rubiano W, Keane PA, Yang Y. Fingolimod: therapeutic

mechanisms and ocular adverse effects. Eye (Lond) 2017;31(2):232-40.

127



W ~Joy O WM

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

398

399

400

401

402

403

23. Jain N, Bhatti MT. Fingolimod-associated macular edema: incidence, detection, and

management. Neurology 2012;78(9):672-80.

24. Liu L, Cuthbertson F. Early bilateral cystoid macular oedema secondary to

fingolimod in multiple sclerosis. Case Rep Med 2012;2012:134636.

25. Trobe JD, Beck RW, Moke PS, Cleary PA. Contrast sensitivity and other vision

tests in the optic neuritis treatment trial. Am J Ophthalmol 1996;121:547-53.

26. Guarnera C, Bramanti P, Mazzon E. Comparison of efficacy and safety of oral
agents for the treatment of relapsing—remitting multiple sclerosis. Drug Des Devel

Ther. 2017;11:2193-207

27. Ontaneda D, Hara-Cleaver C, Rudick RA, Cohen JA, Bermel RA. Early tolerability

and safety of fingolimod in clinical practice. J Neurol Sci. 2012;323(0):167-72.

28. Garcia-Martin E, Pueyo V, Fernandez J, Martin J, Ara JR, Almarcegui C, et al.
Effect of treatment in loss of retinal nerve fibre layer in multiple sclerosis patients. Arch

Soc Esp Oftalmol. 2010;85(6):209-14.
29. La Morgia C, Di Vito L, Carelli V, Carbonelli M. Patterns of retinal ganglion cell

damage in neurodegenerative disorders: parvocellular vs magnocellular degeneration in

optical coherence tomography studies. Front Neurol. 2017;22(8):710.

30. Jones-Odeh E, Hammond CJ. How strong is the relationship between glaucoma, the
retinal nerve fibre layer, and neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease

and multiple sclerosis? Eye (Lond) 2015;29(10):1270-84.

31. Satue M, Obis J, Rodrigo MJ, Otin S, Fuertes ML, Vilades E, et al. Optical
coherence tomography as a biomarker for diagnosis, progression, and prognosis of

neurodegenerative diseases. J Ophthalmol. 2016;2016:8503859.

128



404 FIGURE LEGEND.

405  Figure 1: Macular central thickness and ganglion cell layer (GCL) average thickness
406  during the 1 year follow up in the group of patients treated with Fingolimod. The slight
407  decrease-increase slope at 6-12 months can be observed in the GCL. Measurements in

W o ~Joy U WM

408

the Y axis are in microns.
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Table

VISUAL FUNCIONAL | BASELINE 3 MONTHS VISIT 6 MONTHS VISIT 12 MONTHS VISIT
TESTFINGOLIMOD | pso0on | MeantSD | P(with | MeantSD P (with MeantSD P (with
GROUE basal visit) basal visit) basal visit)
AV 100% 009:0.17 | 0.0850.19 | 0119 0.08£0.24 0123 0.132020 0.013
AV 100% AO 0.06+0.15 0.04+0.13 0.016 0.04+0.39 0.015 0.05+0.14 0.087
AV 2.5% 0.59+0.24 0.56+0.28 0.355 0.61+0.19 0.613 0.58+0.19 0.520
AV 2.5% AO 0.430.20 0.43+0.15 0.783 0.42+0.18 0414 0.41=0.12 0.612
AV 1.25% 0.71=0.22 0.69+0.17 0.045 0.74+0.22 0.039 0.66=0.17 0.009*
AV 1.25% AO 0.57+0.21 0.56+0.18 0.825 0.56+0.21 0.189 0.53x0.16 0.008*
PelliRobson 1.72+0.32 1.68+0.23 0.010* 1.63+0.31 <0.001* 1.64+0.20 <0.001*
PelliRobson AO 1.85+0.30 1.79+0.20 0.009* 1.72+0.36 <0.001* 1.71=0.12 <0.001*
CSV Frequency A 1.60+0.42 1.64+0.20 0.656 1.54+£0.21 0.543 1.64=0.20 0.432
CSV AO Frequency A 1.76=0.49 1.71£0.18 0.274 1.61x0.19 0.123 1.74=0.12 0.216
CSV Frequency B 1812039 | 180021 | 0517 1.76£0.31 0847 1.83£0.19 0.501
CSV AO Frequency B 1.95+0.42 1.94+0.16 0.945 1.90+0.25 0.097 1.97+0.16 0.732
CSV Frequency C 1412041 | 1412034 | 0516 1414037 0404 140:0.33 0.663
CSV AO Frequency C 1.52£0.44 1.64+0.19 0.136 1.44+0.46 0.109 1.65£0.18 0.578
CSV Frequency D 096:035 | 098:030 | 0327 0.89£0.43 0.798 1012029 0.341
CSV AO Frequency D 1.14+0.39 1.15+0.23 0.405 0.93+0.48 0.371 1.19+0.22 0.498

Table 1. Functional parameters obtained at baseline and at 3, 6 and 12 months examinations in Fingolimod group. Results reported as mean and standard
deviation in parentheses. Values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance: and p-values marked with * indicate statistical significance
using Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
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Table

OCT PARAMETERS IN BASAL 3 MONTHS GMONTHS 12 MONTHS CHANGE =
FINGOLIMOD GROUP VISIT VISIT VISIT VISIT (12 months)
Macular central 253.24421.14 255.83+20.46 255.40+19 .47 2558442393 2.60 0.006*
§ 5 Macular superior inner 312.0519.9 313.03221.49 304.25%15.43 311.88225.01 017 0243
£ & Macularnasal mner 3128720 64 313 83223 55 3056016 86 3124122583 046 0439
ﬁ E Macular inferior inner 307.61+19 .83 307.72+21.39 307.95%17.25 307.85+23.98 024 0314
T  Maculartemporal mner 3000221892 299.75221.87 2915515 64 298 4722433 0.065
-g Macular supenior outer 27584+16 30 278 17+19.07 267.05+14 48 279.84+22.19 0001*
E] E Macular nasal outer 28528+19.90  285.74%22.01 275.30+67.02 288.47221.99 0.002*
2 Macular inferior outer 26304215 61 2625121653 252701297 2640321865 0047
Macular temporal outer 258.80+15.08 259.78+15.91 249.25+10.78 255.39+26.72 0.002*
_ GCLaverage 74 53213 34 72 882995 69.60=8 51 725321210 0007+
@ g ‘GCL superior 75.49+10.72 73.41+1004 71.1049.04 74.25+12.21 0.015
=8  GCLinferior 74.46211.97 73.79512.20 68.909.41 72.66£14.18 0.008*
£z GCLuasalinferior NI 73 30=1147 71.50=1152 67901014 717551258 0.009
?.s ‘GCL nasal inferior NS 73.81+10.04 71.62+10.62 68.70+8.76 70.16£14.97 <0.001*
© £ GCL temporal inferior TI 75.699.78 73.9421031 70.75£9.26 73.09£1225 0002+
GCL tsﬂEml superior TS 74.5449.99 72.79+9.33 70.204+8.70 73.31+1052 0.018
= RNFL average $4.47=14.08 §2.42=1822 §4.7121023 $82251148 0.009
g RNFL superior quadrant 104.09x19 32 104.21218.55 107.29£15.93 109.80=19.28 0.004
T RNFL nasal quadrant 68811347 656821727 67.92+851 661412 87 0016
é RNFL inferior quadrant 11235423 02 108 95+36 62 112.86+10 00 116 77x19.64 0.008
B RNFL temporal quadrant 52.67£13.14 50.63£10.01 50.86+7.63 59.51+14.93 0.004
£ RNFL hour sector 1 105.50+28.28 108.63=28.11 107.50£25.94 105.51225.99 0.01 0.764
E_ RNFLhour sector2 965922 84 954222134 1047118 44 97.14£21 48 055 0.700
B £ RNFL hour sector 3 86 63222 85 $1.05:2181 84.50+17.03 §134:1893 5.29 0.005
g ? RNFL hour sector 4 55.39+11.51 55.79+15.84 5293+7.51 53.69+8.96 -1.70 0.132
E 'E RNFL hour sector 5 6433£1378 59.53%17.37 66.07+12.66 63.5142165 082 0345
e‘ RNFL hour sector 6 99.07+25.75 96.37=38.09 102.93+19.58 95.86+26.44 321 0.012
& RNFL hour sector 7 128.99£33.01 130.6851.58 12521£15.19 130.94229.88 195 0371
Pl RNEL hour sector § 109.05:26 65 99.63:3199 13986292 78 123 492784 1444 0001+
é RNFL hour sector 9 52.38+14.86 48.11£19.13 45 6441005 56.74£19.92 436 0.090
3 RNFL hour sector 10 43.38+11.53 42.58£12.45 42.93£12.79 46.74+1053 336 0.014
5 RNFL hour sector 11 63371862 61.37:1035 64.14211.08 76.40£19.43 13.03 0.002*
RNFL hour sector 12 111.20£26.68 108 53=21.47 109.57£26.63 126.3726.58 15.17 0.001*
Table 2. Structural parameters obtained at baseline and at 3, 6 and 12 months examinati in Fingolimod group. Results reported as mean and standard

deviation in parentheses. Values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance; and p-values marked with * indicate statistical significance using
Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
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Table

VISUAL FUNCIONAL | BASALINE 12 MONTHS VISIT P (Change in
TEST INTERFERONS Mean£SD MeantSD P (with Fingolimod vs
GROUP basal visit) Interferons)
AV 100% 0.09+0.19 0.10+0.25 0.103 0.032
AV 100% AO 0.07+0.18 0.08+0.17 0.140 0.098
AV 25% 0.61+0.29 0.60=0.18 0.443 0.329
AV 2.5% AO 0.49+0.24 0.50+0.15 0.348 0.432
AV 1.25% 0.74+0.27 0.77=0.19 0.025 <0.001*
AV 1.25% AO 0.61+0.25 0.64=0.15 0.031 <0.001*
PelliRobson 1.70+£0.29 1.68+0.27 0.109 0.133
PelliRobson AO 1.80+0.33 1.76=0.23 0.099 0.188
CSV Frequency A 1.66+0.39 1.65£0.41 0.649 0.342
CSV AO Frequency A 1.80+0.38 1.78+0.22 0.190 0.453
CSV Frequency B 1.92+0.37 1.90+0.24 0.220 0.366
CSV AO Frequency B 1.97£0.48 1.97£0.22 0.365 0.290
CSV Frequency C 1.48+0.39 1.47=0.33 0.601 0.593
CSV AO Frequency C 1.56+0.39 1.55+0.27 0.490 0.481
CSV Frequency D 0.98+0.40 0.99=0.31 0.298 0.762
CSV AO Frequency D 1.17+0.29 1.15+0.28 0.309 0.808

Table 3. Functional parameters obtained at baseline and 12 months examinations in Interferons group and significance of change during the follow-up. The
last column represents the significance of the comparison between 12 months changes between Interferons and Fingolimod groups. Results reported as mean
and standard deviation in parentheses. Values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance and parameters marked with * showed significance
using Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
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Table

OCT PARAMETERS IN BASAL 12 MONTHS CHANGE = 6

INTERFERONS GROUP VISIT VISIT (12 months)
Macular central 256.43£19.02 255 3818 44 105 0.074 <0.001~

% o Macular superior inner 312331799 312.70£23.70 037 0348 0076

§ £ Macular nasal inner 311.08£2151 310.6722448 041 0521 0932

z % Macular inferior inner 305.55418.03 304.2526.71 -1,30 0529 0.007"

S 2 Macular temporal inner 298 441811 296.54:2376 -1.90 0081 0772

S&  Macular superior outer 274.69£17.77 275452379 076 0.660 0010

EE  Macular nasal outer 280.18421.19 281.95£19.19 177 0.104 0102

= Macular inferior outer 264 831661 263 93217.09 0.90 0555 0.006
Macular temporal outer 260.32+17.79 258.31=19.10 -2.01 0.091 0412
GCL average 773121690 735241344 379 <0.001°  0.006"

28 GCL superior 77.98:14.21 75971541 201 0.006* 0315

4 S GCL inferior 75.21£12.22 73.10£16.09 211 0.005* 0192

£ 2 GCL nasal inferior NI 7588211 93 73.98£15.34 -1.90 0.003* 0440

E’E GCL nasal inferior NS 75.0112.65 71891780 312 <0.001° 0398

O &  GCL temporal inferior TT 77.07£11.15 74.17£15.12 290 <0.001" 0243
GCL temporal superior TS 75.63210.72 73 8413 61 179 0.008

v RNFL average 8621=17.65 83321821 289 0.004%

g RNFL superior quadrant 106 442045 1038921912 255 0.006*

H] RNFL nasal quadrant 69.01216.98 67.03£17.01 198 0.043

&  RNFL inferior quadrant 114.7625.51 112.64223.76 212 0.007*

] RNFL temporal quadrant 52.07£1731 50.4019.03 -1.67 0.005*

§ RNFL hour sector 1 106.0027.00 104.49228 02 -151 0432

£ RNFL hour sector 2 97.79:28 11 95.98+25.92 -181 0.543

B 5 RNFLhour sector 3 883242510 8430£2020 402 0.005*

€%  RNFLhoursectord 56.01217.92 54991791 -1.02 0243

©T  RNFL hour sector 5 63.19216.19 61.6422043 -1.55 0.404

%’ s RNFL hour sector 6 98.0229.23 95 81£26.98 =221 0.043

& RNFL hour sector 7 129.11£29.01 1300628 01 095 0.606

® RNFL hour sector 8 111.58+3129 109.04:3030 254 0.010

g RNFL hour sector 9 53,9024 46 508942511 301 0.008

z RNFL hour sector 10 46.14217.21 43.58+16.67 256 0.023

Z RNFL hour sector 11 64.8522227 61.36:23.63 3.49 0.006*

~ RNFL hour sector 12 110 3742882 106.97-25.98 3.40 0.007%

Table 4. Structural parameters obtained at baseline and 12 months examinations in Interferons group. Results reported as mean and standard deviation in parentheses.
P(1) shows significance when compared Interferons group between basal and one year visit. P(2) represents significance when compared change during the one year flow-up
in Fingolimod group vs change in Interferons group. Values of p<0.05 were considered to indicate statistical significance: and p-values marked with * indicate statistical
significance using Bonferroni’s correction for multiple comparisons.
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Reporting Checklist

STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cohort studies

Item Page
No Recommendation No
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the 3
abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was 3
done and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being 5
reported
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 5-6
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 6-7
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of 6-7
recruitment, exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of 6-7
participants. Describe methods of follow-up
(b) For matched studies, give matching criteria and number of exposed and
unexposed
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and 7
effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of methods of 7-9
measurement assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if
there is more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias 7-9
Study size 10 Explain how the study size was arrived at 8
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable, 8-9
describe which groupings were chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for 9
confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions
(c) Explain how missing data were addressed
(d) If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
(e) Describe any sensitivity analyses
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially 10-
eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study, u
completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage
(c) Consider use of a flow diagram
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) 10-
and information on exposures and potential confounders 1
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest
(¢) Summarise follow-up time (eg, average and total amount)
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures over time il‘
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Main results 16 (@) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their d
precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for
and why they were included
(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a
meaningful time period
Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity 12
analyses
Discussion
Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives 13
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision. | 13
Discuss both direction and magnitude of any potential bias
Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, 13-
multiplicity of analyses, results from similar studies, and other relevant evidence .
Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 1431-
Other information
1

Funding

22

Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if
applicable, for the original study on which the present article is based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and
published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely

available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at
http://www.annals.org/, and Epidemiology at http:/www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at http://www.strobe-statement.org.
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9. LIMITACIONES DEL ESTUDIO
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A continuacién, se enumeran las principales limitaciones observadas en los cuatro trabajos que

componen la presente tesis doctoral:

1) La falta de colaboracién debido al estado fisico y emocional del paciente puede estar presente
en algunos casos, predominantemente en pacientes en fases mds avanzadas de la EM. Esta
situacion podria reflejar resultados de funcidn visual inferiores a los que corresponderian para
dicho paciente, pero en nuestra poblacidon el grado de deterioro no era elevado y creemos que

no fue relevante.

2) Podriamos haber tenido pequefas pérdidas o alteraciones de datos en los espesores de las
capas de la retina en la OCT, debido a minimos artefactos o errores de segmentacion casi
inapreciables al observar las imagenes. Como hemos descrito en la metodologia, excluimos
imagenes con artefactos o de baja calidad en el analisis, por lo que esta limitacién es muy poco

probable.

3) El tamafio muestral del estudio que utiliza la unidad multifuncional Monpack One fue
pequeio, lo que disminuye la validez externa de sus resultados. Un tamafio muestral mayor
podria haber detectado diferencias significativas en los pardmetros del CSV de altas frecuencias
y una significancia mayor en el aumento de latencias de la onda N95, datos que se describen en

estudios previos (159,160).

4) En este mismo estudio se encontré que la correlaciéon entre algunos de los pardmetros
funcionales y estructurales no tenian suficiente fuerza estadistica debido a que los cambios
estructurales no ocurren al mismo tiempo que los cambios funcionales. Esto se puede explicar
porque preferentemente se usaron test no paramétricos, mds exigentes a la hora de encontrar
significancia estadistica y también porque los dispositivos usados en estudios previos para
evaluar la funcion visual no fueron los mismos que el utilizado en nuestro estudio (unidad
multifuncional Monpack One). Tampoco se registraron diferencias significativas entre los grupos
de estudio en los parametros de la ERG ( al contrario de algunos estudios previos) (159), lo que
sugiere que nuestro tamaio muestral fue limitado y que se necesitan estudios con poblaciones
mayores para conocer la capacidad real de unidad multifuncional para detectar alteraciones en

el ERG de los pacientes con EM.
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5) En el estudio sobre la capacidad del Triton DRI SS-OCT para detectar cambios retinianos y
coroideos se observd que el cuadrante nasal estaba afectado Unicamente en la GCL+ (y no en
CFNR ni GCL+), lo que sugiere que las mediciones en esta capa pueden tener una mayor
afectacién en la neurodegeneracidn que el espesor de la CFNR. Para corroborar estos resultados
se necesitan mas trabajos que utilicen el SS-OCT e incluyan mediciones del espesor de todas las

capas.

6) Otra limitacion de este trabajo es que, dado que las mediciones de la coroides se obtienen de
forma automatica, podrian observarse artefactos de segmentacion; pero por otro lado también
se obtendria una disminucién de errores inducidos por la medicion manual. Como ya se
comento, todas las imagenes eran examinadas tras cada adquisicién y Unicamente las de alta
calidad fueron seleccionadas para analisis. Para mayor fiabilidad, creemos que se necesitan mas

trabajos que analicen los espesores de la coroides mediante SD-OCT y SS-OCT.

7) Se ha podido incluir algun ojo con glaucoma subclinico no detectable, a pesar de que todos
los sujetos fueron cribados mediante la medicidn de la PIO y alteraciones morfométricas en la
cabeza del nervio éptico (pero no mediante cambios glaucomatosos en la perimetria). Sin
embargo, dado que esto habria afectado aleatoriamente a ambos grupos, no consideramos que
nuestros resultados se hayan visto alterados de forma significativa ni que suponga un sesgo que

afecte a un grupo del estudio con mayor impacto.

8) En el tercer trabajo, que analiza los cambios en el espesor coroideo peripapilar medido
mediante SS-OCT, no se incluyeron datos sobre la longitud axial; sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre el defecto de refraccidn entre grupos. La longitud axial y el error
de refracciéon estan relacionados, pero no son intercambiables ya que la longitud axial tiende a
no modificarse después de la segunda década de la vida y el error de refraccion, sin embargo,
puede fluctuar o cambiar a lo largo de la vida debido a diferentes factores (161). Los resultados
de trabajos previos (162) sugieren que el error de refraccidn y la longitud axial tiene una relacion
similar en las medidas por OCT, por lo que sélo incluimos el error de refraccién y no la longitud

axial. Lo ideal seria tener ambos valores en el estudio.
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9) Otra limitacidn de este trabajo es que la capa coroidea puede verse influida por los ritmos
circadianos (163) y en nuestro trabajo no se realizaron las evaluaciones mediante OCT a la misma
hora en todos los pacientes, aunque si se realizaron por la tarde, en una franja horaria entre las
16:00 y las 20:00 horas, por lo que creemos que esta limitacidon deberia interferir poco en

nuestros resultados.

10) Sélo se analizé la coroides de los ojos derechos de todos los sujetos, no siendo valoradas las

diferencias inter-oculares.

11) Los pacientes con EM no fueron divididos segun la severidad de la enfermedad. Estudios que
evaluen la asociacion entre los espesores peripapilares y la severidad de la EM y sus efectos en

la calidad de vida podrian proporcionar resultados muy interesantes.

12) La fiabilidad de las mediciones automaticas del espesor de la coroides obtenidas mediante

SS-OCT todavia no estd bien establecida y debe ser confirmada en futuros trabajos.

13) En el dltimo estudio sobre la afectacidn ocular en pacientes tratados con Fingolimod, el
grupo tratado con interferdn beta fue examinado Unicamente de forma basal y a los 12 meses,
pero no a los 3y 6 meses como en el grupo tratado con Fingolimod. El motivo fue que nuestro
interés se centraba en evaluar el dafo macular de forma precoz en pacientes que iniciaban
tratamiento con Fingolimod. El interferdn beta se ha usado durante muchos afos en pacientes
EM y su efecto a nivel estructural es bien conocido, no encontrando evidencias de afectacion

macular (2,164,165).

14) Los tratamientos usados previamente en ambos grupos podrian haber afectado en cierta
manera a algunos de los pardmetros evaluados en el estudio. Para evitar esta posibilidad se
comprobd que no habia diferencias entre ambos grupos al comienzo del estudio ni en los

parametros funcionales ni estructurales, asi como tampoco en la escala de discapacidad (EDSS).
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15) Los cuatro estudios son monocéntricos, y todos los sujetos eran blancos caucasicos, por lo
gue seria deseable disponer de una base de datos de pacientes y sujetos de control de varios
centros y valorar si los resultados varian en funcién de la etnia y/o raza y de los condicionantes

geograficos.

16) No se han analizado las posibles correlaciones entre las variables de la OCT registradas y los
resultados de la RM. Si se corroboraran los hallazgos de neurodegeneracién mediante RM
(considerado gold estandar en esta patologia), podria demostrarse con fiabilidad si la técnica

OCT es un biomarcador accesible y rentable para usar en la practica clinica diaria.
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10. CONCLUSIONES
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La unidad multifuncional Monpack One detecta alteraciones de la funcidn visual en
pacientes con esclerosis multiple sin episodios de neuritis éptica previos. Los
pardmetros que se reducen de forma significativa en los pacientes con respecto a
los controles son la agudeza visual a bajo contraste, la sensibilidad al contraste a
medias y bajas frecuencias, la vision del campo visual y la amplitud de la onda P100
en los potenciales evocados multifocales. Estos resultados son concordantes con los
publicados en estudios previos y confirman la presencia de dafio axonal secundario

a la esclerosis multiple aunque no haya antecedentes de neuritis dpticas.

La correlacion entre parametros funcionales (medidos mediante la unidad
multifuncional Monpack One) y los parametros estructurales (medidos mediante
tomografia de coherencia dptica tipo Swept-source) demuestra una asociacidon
marcada entre los test de sensibilidad al contraste y el campo visual y los espesores
maculares y peripapilares. La electrorretinografia Monpack One no muestra
diferencias significativas entre el grupo de pacientes con esclerosis multiple y el

grupo control, ni correlaciones significativas con las pruebas estructurales.

La unidad multifuncional Monpack One es una herramienta rapida y util para
proporcionar una evaluacion completa del dafo axonal en pacientes con esclerosis
multiple; si bien la electrorretionografia es un test poco sensible para detectar
anomalias en estos pacientes con respecto a los sujetos sanos de su misma edad y

sexo.

La nueva tecnologia Triton de tomografia de coherencia dptica tipo Swept-source
detecta el adelgazamiento macular y peripapilar de la retina, de la capa de fibras
nerviosas de la retina y de la capa de células ganglionares en pacientes con
esclerosis multiple; ademds de proporcionar una evaluacion objetiva y

automatizada de los espesores de la capa de la coroides.
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VI.

VII.

VIII.

Mediante el software automatico del dispositivo Triton de tomografia de coherencia
Optica tipo Swept-source se observa que la coroides se va adelgazando
concéntricamente al acercase a la cabeza del nervio dptico: la zona mas cercana a
la cabeza del nervio éptico tiene una coroides mas delgada y la zona mas alejada al

mismo, tiene una coroides mas gruesa.

La coroides peripapilar presenta un patréon concéntrico similar en ojos de sujetos
sanos y pacientes con esclerosis multiple (mds grueso en las zonas superiores y mas
adelgazado en las inferiores) pero en pacientes con esclerosis multiple el espesor

peripapilar es mas delgado que en controles sanos en todas las dreas.

El dispositivo Triton de tomografia de coherencia dptica tipo Swept-source es una
herramienta eficaz para discriminar entre sujetos sanos y pacientes afectos de
esclerosis multiple en la practica clinica diaria, pero se necesitan mas estudios para

corroborar estos resultados.

Los pacientes tratados con Fingolimod durante un afio, asintomaticos desde el
punto de vista visual, muestran cambios en la funcién visual significativos en los test
de agudeza visual a bajo contraste (1,25%) y en la sensibilidad al contraste medida
mediante el test de Pelli-Robson a 1 ciclo por grado, pudiendo ser este ultimo

hallazgo un signo precoz de edema macular subclinico.

En los pacientes con esclerosis multiple tratados con Fingolimod se registra un
aumento significativo del espesor macular a partir de los 6 meses de seguimiento,
probablemente atribuido a un edema macular subclinico causado como efecto

secundario de esta medicacion.

En los pacientes tratados con interferén beta no se observan cambios en la funciéon
visual ni en el espesor macular pero si se objetiva una reduccién significativa en el
espesor de capa de células ganglionares y capa de fibras nerviosas de la retina,
mayor a la encontrada en el grupo de pacientes tratados con Fingolimod, por lo que
este fdrmaco parece tener un mayor efecto neuroprotector para frenar la pérdida

axonal por esclerosis multiple que el interferdn beta.
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11. APORTACIONES DEL DOCTORANDO
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La aportacion de la doctoranda al trabajo de investigacién de esta tesis doctoral ha consistido

basicamente en los siguientes aspectos:

- Realizacién del trabajo de campo con los pacientes afectos de EM: La doctoranda ha
realizado la evaluacidn neuroldgica de estos sujetos, tanto el proceso diagndstico, como
en el reclutamiento y en las pruebas del protocolo exploratorio neurolégico, que
incluyé:

0 Registro del tiempo de evolucion de la enfermedad desde su diagndstico.

0 Valoracién del fenotipo de EM (recidivante-remitente, primaria progresiva, y
secundaria progresiva).

0 Puntuacién en la escala de disfuncion neuroldgica (EDSS).

0 Registro de los tratamientos recibidos.

0 Presencia de brotes agudos de EM y de episodios previos de neuritis dptica.

- Recogida de datos de la exploracién neurolégica y registro de los mismos en una base
disefiada para el estudio.

- Partipacion activa en el analisis estadistico y su interpretacién cientifica.

- Participacién en la redaccién de los 4 articulos que componen la tesis doctoral, asi como

en sus revisiones hasta publicacion en las revistas.

Los articulos que componen la presente tesis aportan un nuevo analisis de los pardmetros
funcionales y estructurales en pacientes con EM gracias al uso de la tecnologia de ultima
generacion, logrando innovadores métodos de optimizacién del diagndstico incluso en fases

precoces de la EM y sin antecedentes de neuritis dptica.

Es de sobra conocida la capacidad de la OCT para detectar cambios estructurales en la neuro-
retina de pacientes con EM, como el adelgazamiento del espesor de la CFNR peripapilar en ojos
de pacientes con EM sin episodios de neuritis éptica previa. Pero hasta ahora, estos estudios se
habian realizado con dispositivos Spectral Domain. La tesis incluye el primer estudio que analiza
estas alteraciones mediante el dispositivo de ultima generacién Triton SS-OCT y las compara con
controles sanos. El software de este dispositivo permite realizar un escaneo a una velocidad

superior, proporcionando mayor profundidad en el anélisis de la retina y la coroides.

Con este mismo dispositivo Triton SS-OCT, se han conseguido definir 4 dreas coroideas alrededor

de la cabeza del nervio dptico de controles sanos, basandose en el espesor de esta capa vascular.
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Los dispositivos SS-OCT usados en otros trabajos evallan Unicamente 12 grados centrales
alrededor de la cabeza del nervio éptico y realizan mediciones manuales, mientras que con el
SS-OCT se realizan un total de 588 mediciones automaticas del espesor coroideo alrededor del

nervio dptico.

Estas zonas bien definidas fueron comparadas entre pacientes con EM y controles sanos de su
misma edad y sexo, observando que el patréon de adelgazamiento coroideo era similar entre
ambos grupos pero que el espesor peripapilar coroideo en pacientes EM era significativamente

mas delgado que en controles sanos en todas las areas.

Con el hallazgo del patréon de adelgazamiento coroideo podriamos plantear la cascada fisioldgica
gue se produciria en pacientes sin episodios de neuritis dptica; en donde la primera fase seria el
dano axonal en la CFNR causado por la neurodegeneracion, seguido de un descenso de flujo
sanguineo en la neuro-retina y después en la coroides, con el subsiguiente adelgazamiento de
esta ultima capa y como ultima fase del proceso un mayor dafo axonal en la CFNR secundario a
la isquemia. El adelgazamiento progresivo de la CFNR en estos pacientes sin neuritis dptica

previa podria explicarse entonces por un mecanismo de accién isquémico.

Otra de las aportaciones de esta tesis ha sido el estudio funcional y neurofisiolégico completo
llevado a cabo mediante un uUnico dispositivo, la unidad de multifuncién Monpack One. Hemos
demostrado que se trata de una herramienta rdpida y eficaz para realizar una evaluacidn

completa de la funcién visual y del dafio axonal en pacientes con EM.

En relacién al tratamiento modificador de la enfermedad, hemos estudiado los cambios
funcionales y estructurales de pacientes tratados con Fingolimod y los hemos comparado con
un grupo de pacientes tratados con interferén beta. Hemos registrado una mayor capacidad del
Fingolimod a la hora de detener la pérdida axonal en comparacion con el interferon beta.
También hemos observado un aumento del espesor macular a partir de los 6 meses de
seguimiento en el grupo de pacientes de EM tratados con Fingolimod, probablemente atribuido
al edema macular subclinico que causa este farmaco. Ademas, también se observaron
alteraciones en diferentes parametros de la funcién visual no observados en el grupo tratado

con interferdén beta.
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A tenor de los resultados obtenidos en esta tesis, nos reafirmamos en que la OCT es una
herramienta de gran utilidad en la practica clinica diaria para el manejo de pacientes con EM y
podemos confirmar la capacidad del nuevo SS-OCT para detectar cambios estructurales con mas
precision y en tejidos mds profundos como la coroides. Es una técnica no invasiva y coste-

eficiente para el sistema de salud, ademas de ser muy cémoda para el paciente por su rapidez

de escaneo y su accesibilidad.
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Apéndice Ill. Consentimientos.

Evaluacion de los tratamientos para la Esclerosis Multiple empleando el analisis periédico de la capa
de fibras nerviosas de la retina como marcador de degeneracion axonal.

Version 2, fecha de 12/Febrero/2012.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le va a realizar una evaluacion de su funcion visual para valorar si se encuentra
afectada como consecuencia de la degeneracion neuronal que aparece de modo subagudo a lo
largo de la evolucién de la enfermedad de Esclerosis Multiple. Con el objetivo de mejorar
continuamente la calidad asistencial a los pacientes, los Servicios de Oftalmologia, Neurologia
y Neurofisiologia del Hospital Miguel Servet de Zaragoza estan desarrollando un estudio de
investigacion en que se pretende cuantificar la afectacion visual de pacientes que como usted
padecen Esclerosis Multiple y determinar si dicha evaluacion puede ser util como marcador de

progresion de la enfermedad y de respuesta a los tratamientos administrados.

Para ello se le llevaran a cabo las exploraciones enumeradas a continuacion: agudeza
visual (que consiste en cuantificar cudntas letras puede usted discriminar a 6 metros de
distancia), sensibilidad al contraste (que consiste en cuantificar cudntas letras puede usted
discriminar a 1 metro de distancia variando la luminosidad de las letras), visién de colores (que
consiste en cuantificar si es capaz de distinguir los colores entre si), Tomografia de coherencia
optica (que consiste en una fotografia del ojo que nos permite observar sus estructuras),
Potenciales evocados visuales y Electro-retinograma (que son dos pruebas en las que usted
debera mirar un punto fijo en una pantalla mientras le registramos su actividad cerebral con un
casco colocado sobre su cabeza). Todas estas exploraciones son no invasivas ni dolorosas y se
llevaran a cabo en las consultas externas del Hospital Miguel Servet, en una revision a cargo del
Servicio de Oftalmologia y otra del Servicio de Neurofisiologia. Estas pruebas nos permiten
evaluar el estado de su sistema visual y detectar la presencia de patologias del mismo en caso de

que existan, posibilitando asi su posterior tratamiento si se considerara adecuado.

Su participacion en este estudio no implica la realizaciéon de exploraciones
complementarias que no le serian realizadas en caso de no participar en el mismo, sino la
aceptacion de que, de modo absolutamente confidencial, sean recogidos y utilizados los
resultados de sus exploraciones con el objetivo de dicho proyecto de investigacion. Su
participacion es voluntaria y puede abandonar el estudio en el momento en que lo decida, sin

que esto tenga repercusion alguna en su atencion sanitaria futura.

El equipo investigador encargado de dicho estudio seran las doctoras Elena Garcia
Martin y Raquel Herrero Latorre, oftalmoélogas del Hospital Miguel Servet de Zaragoza; con las
que podra contactar a lo largo del estudio en cualquier momento que asi lo desee, acudiendo al

servicio de oftalmologia de dicho hospital.
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Evaluacion de los tratamientos para la Esclerosis Multiple empleando el analisis periddico de la capa
de fibras nerviosas de la retina como marcador de degeneracion axonal.

Version 2, fecha de 12/Febrero/2012.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: “Evaluacion de los tratamientos para la Esclerosis Multiple
empleando el anélisis periddico de la capa de fibras nerviosas de la retina como marcador de

degeneracion axonal.”

NiOy: csvirviswansaten s s s wiss s A AR ¥ SN RN R TR (nombre y apellidos) he
leido la hoja de informaciéon que se me ha entregado, he podido hacer preguntas sobre el
estudio, habiendo recibido suficiente informacion sobre el estudio.

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio en el
momento en que lo desee, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis
cuidados médicos.

De este modo, presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y para que
mis datos clinicos sean revisados para los fines del mismo, consciente de que este

consentimiento es revocable.

Firma del paciente
DNI:
Fecha:

Como investigador del estudio he explicado la naturaleza y el proposito del mismo al

paciente mencionado.

Firma del investigador
Ne Colegiado:
Fecha:
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Apéndice IV. Documentacion del Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragdn

(CEICA ).

Informe Dictamen Favorable

il

s GOBIERNO Proyecto Investigacion Biomédica
Dy DE ARAGON . C.p. - CL PI12/0015

Departamento de Sanidad, 15 de febrero de 2012
Blenestar Sodial y Familia 5

/CEIC Aragén {CEICA)

10,

Diia. Maria Gonzalez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragon (CEICA)

CERTIFICA

Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunion del dla 15/02/2012, Acta N° 03/2012 ha evaluado la propuesta del

investigador referida al estudio:

Titulo: Evaluacién de los tratamientos para la Esclerosis Maltiple y de su impacto sobre la calidad de
vida del paciente mediante el analisis periddico de la capa de fibras nerviosas de la retina.

Versién Protocolo; 2011

Versién hoja de informacién al paciente y V2, de 12/02/2012
consentimiento informado

19, Considera que

- El proyecto se plantea sigulendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su

realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protacolo en relacion con los objetivos del estudio y estén

justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacion prevista

para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

20,

El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.
La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo e estudio.

Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

39, Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado en los siguientes Centros por los Investigadores:

Luis Emilio Pablo Jdlvez

Lo que firmo en Zaragoza, a 15 de febrero de 2012

Fdo:
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A "é»e?
{g B o
HNE se—
0z . f
W2 par~diids Mgria Gonzélez Hinjos
rerSeeretaria gdel CEIC Aragon (CEICA)
X, IRVESTIGACIOH CilkICA
\m + i
Departamento de Salud y Consumo del Gobiero de Aragdn - ""jru': u."\ 1

Avda Gémez Laguna 25 Zaragoza S0009 Zaragoza FEspaiia
Tel. 976 71 48 57 Fax. 976 71 55 54 Correo electrénico mgonzatezh.ceic@aragob.es
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EGOBIERNO COMITE ETICO DE INVESTIGACION
DE ARAGON . CLINICA DE ARAGON (CEICA)

Oepartamento de Sakud y Consumo

Avda. Gémez Laguna, 25 planta 11
50009 Zaragoza

COMPOSICION DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DE ARAGON

Dra. Marla Gonzalez Hinjos, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragon,
CERTIFICA

1° En la reunién celebrada el dia 15 de febrero de 2012, correspondiente al Acta n® CP03/2012, se
cumplieron los requisitos establecidos en la legislacién vigente -Real Decreto 223/2004 y Decreto 26/2003
del Gobierno de Aragon, modificado por el Decreto 292/2005- para que la decisién del citado CEIC sea
valida. :

3° El CEIC de Arag6n, tanto en su composicién, como en sus PNT, cumple con las normas de BPC.
4° La composicion del CEIC de Aragon en la citada fecha, era la siguiente:

»  Presidente: Cesar Loris Pablo; Médico. Servicio de Pediatrla. Hospital Universitario Miguel Servet.
Representante de Comision de Investigacion.

= Vicepresidente: Carlos Aibar Remon; Médico. Servicio de Medicina Preventiva y Salud Publica.
Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa. Profesional Sanitario experto en epidemiologia clinica.

= Secretaria: Marla Gonzalez Hinjos; Farmaceutica. .

= Pilar Comet Cortés; Enfermera. Unidad Mixta de Investigacion. Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa.

= Marina Heredia Rlos; Representante de tas Organizaciones de Consumidores y Usuarios.

=  Gabriel Herndndez Delgado; Médico. Servicio de Radiologla. Hospital Universitario Miguel Servet.
Representante de Comision de Investigacion.

= Angela Idoipe Tomas; Farmacéutica. Servicio de Farmacia. Hospital Universitario Miguel Servet.
Farmacéutica de Hospital.

= Maria JesUs Lallana Alvarez, Farmacéutica de Atencion Primaria de Zaragoza Sector |il.

= Jesis Magdalena Bello; Médico. Centro de Salud de Azuara. Médico con labor asistencial y
representante del Comité de Etica Asistencial del Area de Atencion Primaria ll y V.

= Mariano Mateo Arrizabalaga; Médico. Servicio de Farmacologla Cilnica. Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa. }

= Elisa Moreu Carbonell; Jurista. Profesora de la Facultad de Derecho, Universidad de Zaragoza.

= Javier Perfecto Ejarque; Médico. Centro de Salud Arrabal. Médico con labor asistencial.

= Alexandra Prados Torres; Médico. Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud. Representante de
Comision de Investigacion.

» José Puzo Foncillas; Médico. Servicio de Bioquimica. Hospital General San Jorge. Representante
de Comisién de Investigacion.

= Ménica Torrijos Tejada; Médico. Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud.

Para que conste donde proceda, y a peticion del promotor,

CORITE Fricg g
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