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1. ABREVIATURAS

= AV:Agudeza visual.

= CCG: Capa de células ganglionares

= CFNR: Capa de fibras nerviosas de la retina

= CSF: Funcidn de sensibilidad al contraste.

= CV: Campo visual

= Cz: Central

= EDSS: Escala ampliada del estado de discapacidad (Expanded Disability Status Scale)

= EM: Esclerosis multiple.

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

= Fz: Frontal

= GDx-VCC: Polarimetria laser

= HFA: Analizador de campo Humphrey (Humphrey Field Analizer)

= |LM: Membrana limitante interna (Inner Limiting Membrane)

= |PL: Capa plexiforme interna (Inner Plexiform Layer)

=  MAVC: Mejor agudeza visual corregida.

=  MD: Desviacién media

=  mfERG: Electrorretinograma multifocal

= MSQOL: Calidad de vida en la esclerosis multiple (Multiple Sclerosis Quality of Life)

= NFI: Indicador de fibras nerviosas (Nerve Fiber Indicator)

= NO: Neuritis éptica

= NRMSE: Error cuadratico medio normalizado (Standardized Root-Mean-Square Error)

= OCT: Tomografia de coherencia dptica (Optical Coherence Tomography)

= PET: Tomografia por emisién de positrones (Positron Emission Tomography)

= PEV: Potenciales evocados visuales

=  PHG: Prueba del hemicampo del glaucoma

= PIO: Presidn intraocular

= PSD: Desviacion estandar del patrén

= Pz: Parietal

= RM: Resonancia magnética

= SC: Sensibilidad al contraste.

= SD: Desviacion estandar

=  SPECT: Tomografia por emision de fotdn Unico (Single Photon Emission Computed
Tomography)

= SVM: Maquinas de vectores de soporte (Support Vector Machine)

= VC: Vision cromatica

*  VFI: indice del campo visual (Visual Field Index)






2. RESUMEN
2.1 Objetivo

El objetivo de esta tesis doctoral es evaluar la capacidad de discriminar entre sujetos sanos y
pacientes con esclerosis multiple (EM) mediante técnicas de aprendizaje automatico utilizando
datos de tomografia de coherencia éptica (OCT). Por otro lado, se ha estudiado si un método de
analisis novedoso aumentaria el valor diagndstico del electrorretinograma multifocal (mfERG)
en el diagndstico de la EM en etapa temprana.

2.2 Metodologia

Se estudiaron diversas cohortes de sujetos sanos y pacientes con EM. Se utilizé el dispositivo
Triton (Topcon, Japdn) con un protocolo de OCT de campo amplio que se centra tanto en la
macula (ETDRS: exploraciéon del estudio de retinopatia diabética de tratamiento temprano)
como en el area peripapilar (TSNIT: exploracién temporal-superior-nasal-inferior-temporal). Se
empled también el OCT Cirrus High Definition del que se extrajeron los valores de capa de fibras
nerviosas de la retina (CNFR) del protocolo “optic disc 200x200” y los espesores de retinay capa
de células ganglionares (CCG) del protocolo “macular cube 512x512".

Se registraron los valores de latencia de la onda P100 obtenida mediante potenciales evocados
visuales (PEV) y la amplitud y latencia de las ondas N1 y P1 obtenidas con mfERG. Se utilizo el
analisis estandar basado en latencias y amplitudes y un nuevo método para evaluar el error
cuadratico medio normalizado (Fnruse) entre las sefiales del modelo y los registros mfERG.

Se analizé la funcion visual mediante la medicidn de la vision cromatica (con test de Ishihara),
de la sensibilidad al contraste (CSV-1000), de la agudeza visual (con optotipos de Snellen y
ETDRS) y campo visual.

2.3 Resultados

En los pacientes con EM, la OCT reveld una correlacion moderada entre el aumento de EDSS y
el adelgazamiento de la CFNR y este a su vez se correlacioné moderadamente con una menor
calidad de vida. El anillo 3 del mfERG es el que mejor discrimina entre sujetos sanos y con EM,
no obstante, el nuevo analisis de sefial basado en el error cuadratico medio muestra un poder
de discriminacion mayor que el método estandar.

En analisis mediante support vector machine (SVM) sugiere que la variable mas discriminante
es el grosor total de GCL ++ (entre la membrana limitante interna y los limites de la capa nuclear
interna), evaluada en el drea peripapilar.

A excepcién de la GCL+ (entre CFNR y los limites de la capa nuclear interna) que muestra un
adelgazamiento continuo a lo largo de la vida, el resto de las capas de la retina parece
adelgazarse a partir de la 32 década de vida.



2.4 Conclusiones

Los pacientes con esclerosis multiple presentan una pérdida axonal progresiva de la capa de
fibras nerviosas. Es posible clasificar sujetos controles sanos y pacientes con EM sin episodios
previos de neuritis dptica, aplicando técnicas de aprendizaje automadtico para detectar la
neurodegeneracion subclinica estructural de la retina.



3. RELACION DE PUBLICACIONES QUE COMPONEN LA TESIS

A continuacién, se incluye una breve presentacion de cada trabajo justificando su unidad
tematica:

1. Elisa Viladés, Amaya Pérez-del Palomar, José Cegoiiino, Javier Obis, Maria Satue, Elvira
Orduna, Luis Emilio Pablo, Marta Ciprés, Elena Garcia-Martin. Physiological changes in
retinal layers thicknesses measured with swept source optical coherence tomography.
Plos One 2020. In press

Se trata de un estudio traslacional observacional que incluyé a 463 sujetos sanos, y en
el que el objetivo principal fue evaluar los cambios fisioldgicos relacionados con la edad
en todas las capas de la retina, tanto en el drea macular como peripapilar.

Se realizé una exploracion con el instrumento Triton swept-source (fuente de barrido)
de tomografia de coherencia dptica (SS-OCT) (Topcon Corporation, Japdén) mediante el
protocolo amplio (“wide”) (con un campo de exploraciéon de 12x9 cm). Este protocolo
permite medir el espesor de las siguientes capas: espesor total de la retina (desde la
membrana limitante interna -ILM- hasta el limite del epitelio pigmentario de la retina),
capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR), entre la ILM y el limite de la capa de células
ganglionares (CCG); capa de células ganglionares (GCL+), entre CFNR vy los limites de la
capa nuclear interna; y GCL ++ (entre ILM y el limite de la capa nuclear interna), y
coroides (desde la membrana de Bruch hasta la interfaz coroidea-escleral).

Se compard el espesor medio en cuatro grupos de edades: Grupo 1 (71 sujetos sanos de
entre 20 y 34 afos); Grupo 2 (65 individuos sanos de 35 a 49 afios), Grupo 3 (230
controles sanos de 50 a 64 afios) y Grupo 4 (97 sujetos sanos de 65 a 79 afios).

El adelgazamiento mas significativo de todas las capas de la retina se registré durante la
42 década de vida, especialmente en el cuadrante temporal superior en CFNR, GCL ++y
el espesor total de la retina (p<0,001); y temporal superior, temporal inferior y mitad
temporal en la capa coroidea (p<0,001). Curiosamente, se observé un engrosamiento
significativo de la CFNR hasta la 32 década de vida en las mitades temporal superior
(p=0,001), inferior (p<0,001) y temporal (p=0,001), y también en la mitad nasal en la
capa coroidea (p=0,001).

Exceptuando la CFNR, que presentd un engrosamiento hasta la tercera década de vida,
el resto de las capas mostraron un adelgazamiento fisioldgico progresivo.



2. Carlo Cavaliere, Elisa Vilades, Maria Concepciéon Alonso-Rodriguez , Maria Jesus
Rodrigo, Luis Emilio Pablo, Juan Manuel Miguel, Elena Lopez-Guillén, Eva Maria Sanchez
Morla, Luciano Boquete, Elena Garcia-Martin. Computer-aided diagnosis of multiple
sclerosis using a support vector machine and optical coherence tomography features.
Sensors (Basel) 2019;19(23):5323

Se trata de un estudio traslacional observacional que incluyé a 48 sujetos sanos y 48
pacientes con EM de fenotipo remitente-recurrente (RR) sin episodios previos de
neuritis éptica. El objetivo fue evaluar la capacidad diagnostica en la EM analizando
Unicamente datos de OCT con una suppor vector machine (SVM) como clasificador
automatico.

Las mediciones de espesores de CNFR, CCG y coroides a nivel peripapilar y macular se
realizaron con SS-OCT (Triton, Topcon). Basandonos en el andlisis del drea bajo la curva
del operador-receptor (AUC), se seleccionaron las tres variables con mayor capacidad
discriminante para formar el vector de caracteristicas. Estas fueron el espesor total de
la capa GCL++ (desde la membrana limitante interna a la capa nuclear interna), y los
sectores interior y exterior nasales de la rejilla ETDRS (Estudio del tratamiento precoz de
la retinopatia diabética) macular.

Se utilizd el AUCCLASSIFIER vy el coeficiente de correlacién de Matthew para evaluar el
rendimiento de la clasificacién, obteniendo una sensibilidad de 0,890, una especificidad
de 0,920, una exactitud de 0,910 y un AUCCLASSIFIER de 0,970.

Nuestros hallazgos sugirieron que el analisis mediante técnicas de aprendizaje
automatico es capaz de clasificar sujetos control y pacientes con EM incluso sin
episodios previos de neuritis dptica, como técnica para estudiar la neurodegeneracion
estructural de la retina.

Por otro lado, nuestro estudio demuestra que las capas de la retina se adelgazan a partir
de los 40 afios, y se ha observado en el analisis comparativo por sexos, que en los
hombres sanos existe un adelgazamiento de los sectores interno y externo de la macula,
al contrario que las mujeres, donde observamos un engrosamiento, probablemente
relacionado con los cambios maculares asociados a la edad, con factores hormonales
(estudios previos demuestran el papel neuroprotector de los estrégenos) e incluso con
un posible acumulo de liquido macular.

Estos hallazgos han sugerido que la EM-RR es mas agresiva en hombres, ya que
acumulan una mayor discapacidad en menos tiempo que las mujeres de su misma edad
y mismos afios de evolucion.
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3.

Luciano Boquete, Elena Lopez-Guillén, Elisa Vilades, Juan Manuel Miguel-Jiménez, Luis
Emilio Pablo, Luis De Santiago, Miguel Ortiz del Castillo, Maria Concepciéon Alonso-
Rodriguez, Eva Maria Sanchez Morla, Almudena Lépez-Dorado, Elena Garcia-Martin.
Diagnostic ability of multifocal electroretinogram in early multiple sclerosis using a
new signal analysis method. PLoS One 2019;14(11): e0224500.

Se trata de un estudio traslacional observacional con el objetivo principal de determinar
si un nuevo analisis de senales podria incrementar la capacidad diagnostica del
electrorretinograma multifocal (mfERG) en pacientes en estadios iniciales de EM-RR.

Las mediciones de los kernels de mfERG se obtuvieron con el dispositivo Retiport
Retiscan de Roland, de acuerdo con los estandares de la Sociedad Internaciones de
Electrofisiologia Clinica de la Visién (ISCEV). Se realizd un registro de ambos ojos de
forma monocular y aleatoria, en 15 sujetos con diagndstico de EM-RR inferior a 12
meses y sin episodios previos de neuritis dptica, junto a 6 controles sanos.

Se compararon dos métodos de analisis de los registros de mfERG: a) método estandar
basado en las amplitudes y latencias de medicién de ondas N1 y P1, y b) método de
promediado de la base de datos de controles.

Observamos que solo la amplitud de N1 discrimind significativamente entre controles y
pacientes con EM (prueba U de Mann-Whitney) en el anillo 3 (p = 0,023) y el cuadrante
inferonasal (p = 0,036), no obstante, el anillo 2 es la regidn del campo visual con mayor
capacidad de discriminacion.

El valor NRMSE (error cuadratico medio normalizado) entre las sefiales del modelo y los
registros mfERG sintetiza en un solo parametro la comparacion de las formas de la onda,
en vez de utilizar los 4 parametros del método tradicional. En el estudio de las diferentes
regiones la Fxrmse supera o iguala (cuadrante IN) el valor medio en el método estandar.
Los valores de Fnrmse €n los controles superaron los valores obtenidos de las sefiales de
EM, ya que la sefial del modelo se construye a partir de sefales de control.

Con este nuevo método de andlisis de sefial de mfERG, observamos que la regidon que
mejor discrimina entre sujetos sanos y con EM es el hemicampo superior.



4. Elena Garcia-Martin, Jose Ramén Ara, Jesus Martin, Carmen Almarcegui, Isabel

Dolz, Elisa Vilades, Laura Gil-Arribas, Francisco Javier Fernandez, Vicente Polo, Jose
Manuel Larrosa, Luis Emilio Pablo, Maria Satue. Retinal and optic nerve degeneration
in patients with multiple sclerosis followed up for 5 years. Ophthalmology 2017;
124(5):688-696.

Se trata de un estudio prospectivo longitudinal realizado en 50 sujetos sanos y 102
pacientes con EM-RR. El objetivo fue evaluar los cambios estructurales y funcionales a
lo largo de 5 afios de seguimiento.

Todos los participantes se sometieron a un examen neuro-oftalmico completo,
incluyendo evaluacidon de la agudeza visual con mejor correccién mediante el optotipo
de Snellen, visién del color, campo visual (CV), evaluacién de los reflejos pupilares y la
motilidad ocular; examen del segmento anterior, medicién de la presién intraocular
(P10) con el tonémetro de aplanacién de Goldmanny evaluacidn de la morfologia papilar
mediante examen funduscopico y OCT, polarimetria laser (GDx-VCC) y potenciales
evocados visuales (PEV). Ademas, se evalud la puntuacion de la Escala Expandida del
Estado de Discapacidad (EDSS), la duracidon de la enfermedad, los tratamientos
prescritos, los episodios previos de neuritis 6ptica y la calidad de vida (utilizando la
puntuacién de la Escala de Calidad de Vida de Esclerosis Multiple de 54 items [MSQOL-
54]). Cada afio durante 5 afios, los pacientes fueron reexaminados y se registraron los
cambios en todos los pardmetros. Un aumento mayor o igual de 0,5 en la puntuacién
de la EDSS durante el seguimiento se consideré una sefial de progresion de la
enfermedad.

En general, en nuestra poblacién, se observé un incremento significativo de la EDSS tras
5 afios, asi como un empeoramiento de la calidad de vida. En cuanto a los parametros
estructurales la CFNR peripapilar y macular y de la CCG, se vieron significativamente
reducidas tras los 5 afios de seguimiento, en ambos grupos, siendo el adelgazamiento
significativamente mayor en el grupo de EM-RR que en el grupo control. Por otro lado,
observamos un aumento significativo de la latencia de la onda P100 en los sujetos con
EM-RR con respecto a los controles.

También observamos que los cambios estructurales de la OCT no se correlacionan con
los cambios funcionales (AV, CV, etc), pero si con la EDSS y la calidad de vida, aunque
estos parecen no correlacionarse con la polarimetria laser, Ademas, observamos que,
tras 5 afios, los cambios funcionales y estructurales no han mostrado diferencias
significativas entre los pacientes que previamente habian padecido episodios de neuritis
Optica.

El hecho de que los pardmetros funcionales no mostrasen un cambio significativo
durante el seguimiento sugiere que la pérdida de espesor de la CFNR detectada
mediante la OCT no es lo suficientemente grave como para afectar la funcionalidad o
que existen mecanismos compensatorios que podrian atenuar los efectos
neurodegenerativos y evitar déficits clinicos relevantes cuantificables mediante
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evaluacidn de la agudeza visual o el campo visual. Nuestros resultados sugieren que a
pesar de la utilidad diagnostica de la onda P100 de los PEV, no es una variable tan
sensible como la OCT, ya que tras 5 afios de seguimiento se registraron pequefias
variaciones de amplitud y latencia en los sujetos control y solo un aumento significativo
de la latencia en los pacientes con EM.
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4. INTRODUCCION

El tema principal de las cuatro publicaciones que componen esta tesis doctoral se basa en el
analisis de las principales estructuras oculares (nervio dptico, capas de la retina y coroides), los
parametros funcionales (tales como, agudeza visual, sensibilidad al contraste, campo visual y
percepciéon del color), y los test electrofisiolégicos (potenciales evocados visuales vy
electrorretinograma multifocal) en pacientes con Esclerosis Multiple (EM).

En Espafia, en 2016 aproximadamente 1 milldn de personas (2.08% de la poblacién) se veian
afectadas por alguna patologia neurodegenerativa, especialmente por las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson, o EM. La previsién demografica en nuestro pais estima que en 2050 habrd
16.000.000 de personas mayores de 65 anos, lo que supondra un incremento de pacientes
afectados por alguna de estas patologias.

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte neuronal, si bien su
etiologia es diferente en cada patologia: en el caso de la EM se trata de una muerte
inmunomediada, en el caso de la enfermedad de Parkinson se trata de una alteracion de los
circuitos dopaminérgicos. Esta pérdida neuronal es la precursora de la discapacidad funcional y
sintomas clinicos que condicionaran la vida del paciente.

El abordaje de las enfermedades neurodegenerativas supone un gran reto debido a factores
socioldgicos y técnicos, como el incremento de la esperanza de vida, factores socioecondmicos,
el incremento de los costes sanitarios o el debilitamiento de la inversion social y sanitaria
publica. Todos estos factores suponen un desafio a nivel humano, social y econdmico, tanto para
pacientes como para profesionales sanitarios e investigadores.

En la actualidad, no existe un Unico marcador para el diagndstico de las enfermedades
neurodegenerativas, siendo necesario una bateria de pruebas, como la resonancia magnética
(RM), la puncidn lumbar y otras no exentas de riesgo debido al uso de marcadores radiactivos,
como la tomografia por emisién de fotdén unico (SPECT) y la tomografia por emisiéon de
positrones (PET).

Sin embargo, no es infrecuente que las lesiones observadas en las pruebas mencionadas
anteriormente solo justifiquen una pequefia fraccion de los sintomas y progresion de la
enfermedad que presentan estos pacientes, lo que se conoce como la paradoja clinico-
radioldgica.

Son muchos los estudios publicados en la Ultima década que han demostrado la evidencia de un
adelgazamiento de la capa de fibra nerviosas de la retina (CFNR) a nivel del nervio éptico, asi
como de la capa de células ganglionares (CCG) a nivel macular. Ademads, este perdida neuronal
y axonal se ha correlacionado con la progresion y empeoramiento de la calidad de vida. Este
anadlisis es posible gracias a que el sistema visual es una extensién del sistema nervioso,
facilmente accesible mediante tomografia de coherencia 6ptica (OCT), una prueba réapida,
inocua, rentable (en términos de coste-eficiencia) y no invasiva, que no requiere especializacion
técnica para su realizacion.
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Por otro lado, esta tesis profundiza en las nuevas técnicas de aprendizaje automatizado, como
el andlisis discriminante lineal, redes neuronales, y maquinas de vectores de soporte (support
vector machines) (SVM). Estas técnicas ya han demostrado su eficacia, incluso en patologias
como el glaucoma o la EM, funcionando como un clasificador de imagenes que permite
maximizar la capacidad discriminativa entre grupos de sujetos (enfermos versus sanos)
utilizando datos.

4.1 Retina

4.1.1 Evolucién y desarrollo

Con la primera opsina hace mas de 600 millones de afios, los primeros organismos desarrollaron
fotorreceptores que eran capaces de detectar la luz, permitiendo evadirse de depredadores
mediante la detecciéon de sombras. Sin embargo, no fue hasta 170 millones de afios después, en
la explosion del Cdmbrico, que los planes corporales de los animales comenzaron a evolucionar
muy rapidamente, surgiendo los ojos y sistemas visuales en alta resolucién. [1,2]

La posesidn de capacidades o atributos ventajosos, como la vista, podria haberse vuelto crucial
para la supervivencia y podria haber llevado a una "carrera armamentista" en el desarrollo de
mecanismos defensivos y ofensivos. Los ojos evolucionaron con diversas formas, pero
aparentemente basados en ciertas caracteristicas subyacentes comunes de patréon y desarrollo,
como lo ejemplifican genes como PAX6 y RAX, que tienen roles criticos durante la neurulaciény
la regionalizacidn del cerebro. [2]

Dado que la estructura del ojo estd diversificada, podemos imaginar facilmente que sus
diferentes estructuras se desarrollaron de distintas formas. El primordio de la retina emerge de
en el prosencéfalo mucho antes de que el pliegue neural se cierre alrededor de la tercera
semana de gestacién. A medida que los pliegues neurales se encuentran en la linea media, el
prosencéfalo se evagina para formar la vesicula dptica, la inversién de la retina.

Luego, la vesicula éptica invagina, formando la copa éptica y se forma el cristalino a partir del
ectodermo de la superficie suprayacente en un proceso conocido como induccién secundaria.
El componente retiniano del ojo deriva del ectodermo neural, y el cristalino y epitelio corneal
del ectodermo de superficie en el caso de ojos de vertebrados. [3,4]

Una de las caracteristicas mas notables de la retina es su estructura extremadamente ordenada.
Como muchas regiones del sistema nervioso central, la retina de los vertebrados estd dispuesta
en un ensamblaje de multiples capas. Los cuerpos celulares de los cinco tipos de neuronas se
distribuyen entre tres capas celulares separadas por dos estratos sinapticos donde las
conexiones estan restringidas.

Ademas de tener una distribucion vertical, dentro de las capas celulares, las neuronas estan
dispuestas de forma no aleatoria en matrices regulares en el plano horizontal. Los cuerpos
celulares se distribuyen uniformemente y sus dendritas estdn en mosaico. Estos patrones se
denominan "mosaico retiniano", y esta organizacion tan precisa es esencial para establecer un

12



circuito funcional de la retina. Las células ganglionares de la retina de los mamiferos también
estdn dispuestas en un mosaico, que es especifico para cada subtipo de célula ganglionar
retiniana, asi como sus arborizaciones dendriticas que también estan ordenadas, cubriendo toda
la superficie de la retina sin solaparse. [5]

Hay muchos tipos de células ganglionares de la retina, cada una con patrones de ramificacion
caracteristicos, tanto las sefales intrinsecas como las ambientales parecen dar forma a los
patrones de ramificacién de las neuronas de la retina, al menos para las células ganglionares.

Sin embargo, la forma y el tamafio del arbol dendritico de las células ganglionares cambian
cuando la densidad de las células ganglionares vecinas se altera durante el desarrollo. La
ablacién con l3ser o la seccidon de axones dan como resultado una lesion local sin células
ganglionares de la retina. Esta manipulacidn da como resultado que las células del borde de la
lesién proyecten sus dendritas hacia la region libre de células ganglionares. [6,7]

4.1.2 Envejecimiento

Tanto la retina como el ojo estan expuestos a una variedad de agresiones ambientales y factores
de estrés, incluidas mutaciones genéticas y alteraciones asociadas con la edad que afectan su
funcién. La autofagia podria jugar un papel importante en el desarrollo de la retina y la
diferenciacién celular, asi como en el envejecimiento fisiolégico y en enfermedades importantes
como la degeneracion macular asociada a la edad y el glaucoma. [8]

La mayoria de los cambios se producen a nivel del epitelio pigmentario de la retina, la membrana
de Bruch y la capa de fotorreceptores, estos cambios incluyen la pérdida de las caracteristicas
esenciales normales de estas células y su desaparicién gradual. La evidencia indica que algunos
de estos cambios pueden estar mediados por los efectos del estrés oxidativo, la inflamacion y la
exposicién cronica a la luz. [8,9]

También se producen cambios en las capas internas de la retina, en las que la hipertension, la
autoinmunidad, la hipoxia y la isquemia podrian desempefar un papel importante, dado que la
muerte de los conos y de las células ganglionares es un problema potencial, es imperativo
conocer los hechos basicos sobre cdmo se ven afectados y los mecanismos involucrados en su
muerte. [9]

Por otro lado, ha adquirido importancia el papel de la oxigenacidn local en la retina, donde es
necesario un equilibrio correcto entre el suministro de oxigeno retiniano y el consumo de
oxigeno para la homeostasis retiniana. Se han observado cambios en la distribucion del oxigeno
intrarretiniano durante la degeneracion, reflejando estos cambios una pérdida gradual del
metabolismo del oxigeno de los fotorreceptores en degeneracion. Esto da como resultado
niveles de oxigeno mas altos de lo normal en la retina externa y una alteracidn significativa en
el flujo de oxigeno desde la coroides hacia la retina interna. Es bien sabido que tanto la hipoxia
como la hiperoxia pueden causar estrés y dafo a las células neurales. [10]
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Los estudios histopatoldgicos, asi como estudios estructurales, han demostrado que tanto la
CFNR como la CCG a nivel macular, ven disminuido su espesor de forma proporcional a la edad,
lo que sugiere que la CCG podria ser un buen biomarcador para el prondstico de determinadas
patologias asociadas a la edad. [11]

No debemos olvidar que las células de la microglia constituyen la inmunidad innata principal del
sistema nervioso central (SNC) y esta implicada en diversas funciones patoldgicas y funcionales.
En condiciones patoldgicas, se cree que la microglia, bien sea por una pérdida de la funcion
enddgena o por la adquisicidén de funciones inapropiadas, contribuye al inicio y/o a la progresion
de la enfermedad del SNC, particularmente en un SNC envejecido. [12]

Es por ello, que la microglia, podria desempefiar un rol importante en el envejecimiento de la
retina, ya que se encarga de la inmunidad de la retina y del mantenimiento de las sinapsis. La
densidad de la microglia alcanza su punto maximo en la retina parafoveal, disminuyendo hacia
la retina periférica, y esta distribucion refleja la especializacion macular. [13]

Recientemente, se han identificado las células ganglionares que expresan melanopsina (mCCG),
como una nueva clase de fotorreceptores que favorecen los ritmos circadianos y otras funciones
del ojo no involucradas en la formacion de imdgenes. [14,15] Algunos estudios han abordado la
relevancia de las mCCG en humanos y algunas enfermedades. Recientemente se descubrié que
las mCCG resisten la neurodegeneracién en dos trastornos mitocondriales hereditarios que
causan ceguera, como la neuropatia dptica hereditaria de Leber y la atrofia dptica dominante
[16], y en otras patologias como el glaucoma. [17,18] Ademas, se ha demostrado una reduccién
significativa de las mCCG con el envejecimiento. [14,19,20]
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4.2 Esclerosis Multiple

Debemos remontarnos al siglo X, a una Islandia habitada por vikingos, para oir hablar del que
podria ser el primer caso reportado de EM. El obispo de Thorlack, nos relata que, Halldora una
mujer aquejada por un horrible mal, quedaba paralizada en multiples ocasiones, del mismo
modo que padecid de una ceguera transitoria, asi como la pérdida del habla. Episodios que tras
periodos de oracién y sacrificio desaparecian. Sin duda, a dia de hoy cuando leemos esto, no
podemos evitar pensar en los cldsicos episodios de una EM-RR. [20-21]

No sera hasta el siglo XVIII, cuando Robert Hooper (patdlogo britanico y médico en ejercicio),
Robert Carswell (profesor britanico de patologia), y Jean Cruveilhier (profesor de anatomia
patoldgica francés), realizasen ilustraciones médicas de lesiones de la médula espinal
acompafiadas de atrofia, en sujetos que reportaban episodios similares a los de Halldora. El
patdlogo sueco Georg Eduard von Rindfleisch (1836—1908) anoté en 1863 que las lesiones
asociadas estaban distribuidas alrededor de los vasos sanguineos.

Asi, Jean-Martin Charcot, pionero de la neurologia moderna, acufio por primera vez el término
de “esclerosis multiple”, a la que denomind esclerosis en placas. [21]

La EM es una enfermedad autoinmune crénica del SNC caracterizada por la desmielinizacion
primaria, con una pérdida variable de axones. La desmielinizacién y la neurodegeneracién en la
EM se asocian con una profunda reaccién de la astroglia, que forma una cicatriz glial densa en
forma de lesiones de larga duracion. [22] Durante algun tiempo, la visién de la patologia de la
EM se centrd en las placas desmielinizadas focales en la sustancia blanca, mas tarde, quedé claro
que las lesiones también estan presentes en la sustancia gris, incluida la corteza, los ganglios
basales, el tronco encefalico y la sustancia gris de la médula espinal. [23]

Ademas, existe la neurodegeneracion, que afecta al cerebro y a la médula espinal en un sentido
global, dando lugar a una pérdida axonal en la sustancia blanca de apariencia normal y una
neurodegeneracion difusa en toda la sustancia gris. Estos cambios finalmente resultan en una
profunda pérdida y atrofia de tejido cerebral, que es mas pronunciada en la etapa progresiva de
la enfermedad. [24]

4.2.1 Distribucién geografica

La incidencia de EM aumenta con la latitud, registrando una incidencia mas altas en Canada y
norte de EEUU, paises ndrdicos, balticos y Rusia.[25-27] En cambio, en la peninsula arabiga, Asia,
América Central y América del Sur continental la frecuencia es mucho menor, incluso en Espafia
este gradiente norte-sur se mantiene.[28-30]

Son varios los factores (Figura 1) que se han asociado a esta relacién incidencia-latitud, como la

exposicidn a luz ultravioleta [31], el déficit de vitamina D [32], los subproductos de la industria
[33] y los factores genéticos. [20,21]
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4.2.2 Etiologia

¢+ Factores genéticos

Hay pruebas que apoyan la existencia de una mayor frecuencia de diagndstico de EM en
hermanos [34-36] y en individuos estrechamente relacionados con antecedentes familiares
de EM. [37] 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 de asociacion del genoma completo (GWAS) para el alelo
HLA DRB1 * 15: 01, considerado como el factor de riesgo genético mds importante para la
EM, y en particular para una edad de aparicién mas precoz. [38]

Este alelo también estd presente con una frecuencia muy alta (14%) en las poblaciones del
norte de Europa [39] y en un 18-19% en las del sur de Europa. [40] 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. [41,42]

«* Estilo de vida

También hay estudios que relacionan factores del estilo de vida como la obesidad [43,44],
la dieta [45], los cambios en el microbiota intestinal [46,47], el tabaquismo [48], la
exposicién a productos quimicos industriales como los disolventes organicos, metales
pesados [49,50] y un estilo de vida "urbano" con un mayor riesgo de desarrollar EM o de
un aumento riesgo de progresion de la enfermedad.

¢ Radiacién Ultravioleta (UV) y vitamina D

Alrededor del 15% de la poblacién mundial vive en latitudes por encima de los 402 en la
mitad norte de los Estados Unidos, Europa, Canada y Rusia o en el hemisferio sur en Nueva
Zelanda, Tasmania y Patagonia. Los individuos en estas latitudes altas reciben cantidades
relativamente menores de luz solar, y registran una incidencia mayor de EM. De hecho, la
incidencia de EM en estos individuos varia de 110 a 140 casos por 100.000 personas, lo que
es dos veces mayor que la tasa entre los paralelos 40, que tiene alrededor de 57 a 78 casos
por 100.000. [31,32]

Es importante destacar que la vitamina D es un importante regulador del sistema
inmunolégico y de varias enfermedades inmunolégicas, especialmente la EM. Se conoce la
exposicién inadecuada a la luz solar como el principal factor de riesgo de deficiencia de
vitamina D en latitudes superiores a 40 grados norte donde la poblacidon depende de la
vitamina D en la dieta en lugar de la sintetizada por la luz. [51]
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** Virus y otros factores ambientales

La evidencia epidemiolégica de la implicacidn del VEB (Virus de Eipstein-Barr) en la EM se
centra en estudios que han demostrado 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). [52]

Por el contrario, algunos estudios observan que la seropositividad al citomegalovirus
humano (CMV), tendria un efecto protector sobre el riesgo de padecer EM. [53] Otro factor
de riesgo viral es el de la expresidn retroviral endégena. Los retrovirus endégenos (RVE) son
secuencias gendmicas repetitivas que estdn presentes en la mayoria, si no en todos, los
vertebrados. Revisiones sistematicas recientes y metaanadlisis de un gran numero de
estudios han establecido claramente que los pacientes con EM sobre expresan el ARN de la
familia RVEH en comparacidn con los controles sanos. Otras familias de RVE cuya expresion
se ha asociado con la EM incluyen: HERV-H, HERVFc1 en el cromosoma X y HERV-K y HERV-
W. [33,52,53]

Esta visidn de la patogénesis se explica muy probablemente por la hipdtesis de la higiene,
segun la cual la exposicidn a infecciones genéricas en una etapa temprana de la vida mejora

el desarrollo de un sistema inmunorregulador que disminuye la actividad de las células T
autorreactivas mas adelante en la vida. [33]

Figura 1: Fisiopatogenia de la esclerosis multiple
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4.2.3 Esclerosis Mdltiple y vision

La alteracién de la funcién visual en la EM puede ir desde una reduccion de la AV, de la
sensibilidad al contraste o de la visidn de color alterada, como en los casos de neuritis éptica, o
trastornos de la motilidad ocular. Ademas, algunos medicamentos para la EM también pueden
afectar la funcién visual. [54]

El dafio a las fibras nerviosas de los nucleos del tronco encefalico y del cerebelo puede provocar
trastornos de la motilidad ocular. Mientras que la recuperacidn casi completa es comun después
de la neuritis 6ptica aguda, los trastornos de la motilidad ocular a menudo causan sintomas
oculares persistentes como la diplopia. Un trastorno comun de la motilidad ocular en la EM es
la oftalmoplejia internuclear, que se estima que afecta a mas del 20% de los pacientes. [55]

La EM rara vez es la causa de paralisis aisladas de pares craneales, pero a veces se observan al
inicio de la enfermedad o durante las recaidas, especialmente en pacientes jévenes. Los nervios
abducens y oculomotor son los mas cominmente afectados y la pardlisis del nervio troclear no
suele darse en estos pacientes.

La disfuncién sacadica y el nistagmo son bastante frecuentes en pacientes con EM. Son causadas
por la desmielinizacién del cerebelo o de los tractos entre el cerebelo y el tronco encefalico.

La capa de fibras nerviosas de la retina peripapilar (pCFNR), compuesta de axones amielinicos,
se ha sugerido como un biomarcador que representa la degeneracién axonal en el cerebro de
pacientes con EM. El analisis de la integridad microestructural axonal puede mejorar ain mas la
capacidad para detectar la degeneracidn temprana y monitorizar la progresion de la
enfermedad vy la eficacia del tratamiento. [54,56-68]

Estudios transversales previos utilizando SD-OCT demostraron que el espesor del complejo de
células ganglionares maculares-capa plexiforme interna (mGCIPL) tiene una confiabilidad y
reproducibilidad altas y mostré una mejor correlaciéon con la funcidn visual y la discapacidad
clinica en la EM que la CFNR, incluso en etapas iniciales de la enfermedad. La tasa de
adelgazamiento de mGCIPL se acelera en pacientes con EM que exhiben actividad inflamatoria
y se correlaciona fuertemente con la atrofia cerebral, particularmente la atrofia de la materia
gris, con el tiempo. [60,61,66-68]

En la retina de los mamiferos, los fotorreceptores (bastones y conos), cuyos fotopigmentos son
rodopsina y fotopsina, son responsables de la visién. Se ha descubierto que las células
ganglionares también estan involucradas en la regulacion de la melatonina, expresando
selectivamente melanopsina, una proteina similar a la opsina y un fotopigmento cuya expresion
esta restringida a <2% de las células ganglionares. [53] Ahora se sabe que la exposicién a la luz
azul activa la melanopsina e inhibe el SNC para sintetizar y liberar melatonina. [59] Un estudio
reciente indico que las pérdidas de axones y células ganglionares podrian estar asociadas con la
deficiencia de vitamina D. [31,69]
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4.3 Técnicas de aprendizaje automatico

El aprendizaje automatico es una técnica para reconocer patrones que puede ser aplicada a
imagenes médicas. Generalmente comienza con el sistema de algoritmos de aprendizaje
automatico, que calcula las caracteristicas de la imagen que se cree que son de importancia para
realizar la prediccidn o el diagndstico de interés (textura, color, forma, etc.).

El sistema de algoritmos de aprendizaje automatico identifica la mejor combinacién de estas
caracteristicas de imagen para clasificar la imagen o calcular alguna métrica para la regién de
imagen dada. Hay varios métodos que se pueden utilizar, cada uno con diferentes fortalezas y
debilidades. Existen varias métricas para medir el rendimiento de un algoritmo; sin embargo,
uno debe ser consciente de los posibles peligros asociados que puede resultar en métricas
engafosas. [70,71]

4.3.1 Tipos de algoritmos

Hay diversos algoritmos para seleccionar las mejores caracteristicas, estos se basan en
diferentes métodos para ajustar la funcidn de ponderacién y suposiciones sobre los datos.
Algunas de las técnicas mas comunes son redes neuronales, k vecinos mas cercanos, maquinas
de vectores de soporte, arboles de decisidn, el algoritmo de Bayes y el aprendizaje profundo.

7

+* Redes neuronales

El aprendizaje con redes neuronales es el método arquetipico de aprendizaje
automatico. [72] Las siguientes tres funciones son parte del esquema de aprendizaje
para este método (Figura 2):
a) Lafuncién de error mide qué buena o mala es una salida para un conjunto dado
de entradas.
b) La funcién de busqueda define la direccién y la magnitud del cambio requerido
para reducir la funcion de error.
c) Lafuncion de actualizacion define cdmo se actualizan los pesos de la red sobre
la base de los valores de la funcidn de busqueda.

Durante la fase de aprendizaje, se presentan ejemplos al sistema de red neuronal, se
calcula el error para cada ejemplo y se calcula el error total. Sobre la base del error, la
funcién de busqueda determina la direccién general a cambiar, y la funcion de
actualizacién usa esta métrica de cambio para ajustar los pesos. Este es un proceso
interactivo y, por lo general, se continla ajustando hasta que hay poca mejora en el
error. Los ejemplos del mundo real suelen tener una o mas capas ocultas y funciones
mas complejas en cada nodo. [72,73]
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Figura 2: Esquema simplificado de una red neuronal

k vecinos mds cercanos

Este algoritmo clasifica un vector de entrada, es decir, una coleccion de caracteristicas
para un objeto de ejemplo desconocido, asignando el objeto a la clase o clases mas
similares. Calcula la distancia del elemento nuevo a cada uno de los existentes, y ordena
dichas distancias de menor a mayor para ir seleccionando el grupo al que pertenece.
Se trata de un algoritmo de aprendizaje supervisado, ya que no genera un modelo fruto
del aprendizaje con datos de entrenamiento, sino que el aprendizaje sucede en el mismo
momento en el que se prueban los datos de tests (Figura 3). [70,71,74]

Figura 3: Representacién de la organizacidn del algoritmo k vecinos mds cercanos
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«*» Maquinas de vectores de soporte (support vector machines, SVM)

Se trata de un clasificador lineal biclase. Este método, tras entrenarlo, nos devolvera un
discriminante, el vector normal al hiperplano que separa a las dos clases, ademas de
otros atributos necesarios para clasificar entradas posteriores. Los vectores de soporte
son los puntos que definen el margen maximo de separacidn del hiperplano que separa
las clases (Figura 4).

En el caso de que las clases no sean linealmente separables en un plano, podemos usar
el “truco” del kernel para afiadir una nueva dimension donde si lo sean. Esta capacidad
brinda a los algoritmos de maquinas vectoriales de soporte una gran ventaja sobre
muchos otros métodos de aprendizaje automatico. [60,71,75]

Figura 4: Representacion de la clasificacion de casos de una SVM, organizando los datos en 3
dimensiones (truco del kernel)

Poseen ademas la ventaja de que se pueden seguir perfeccionando y optimizando al ir
introduciendo mas datos (por ejemplo, nuevas poblaciones que se incluyen en el estudio
de otras areas geograficas).

X3

%

Arboles de decisidn

Todos los métodos de aprendizaje automatico descritos hasta este punto tienen una
desventaja importante: los valores utilizados en los pesos y las funciones de activacidn
generalmente no se pueden extraer para obtener algun tipo de informacién que pueda
ser interpretada por humanos. Los arboles de decisidn ofrecen la ventaja sustancial de
que producen reglas legibles por humanos sobre como clasificar un ejemplo dado.

Los arboles de decisiones son familiares para la mayoria de las personas y generalmente
toman la forma de preguntas de si o no, por ejemplo, si un valor numérico es mayor que
cierto valor. El aspecto de los arboles de decision que se aplica al aprendizaje automatico
es la busqueda rapida de las muchas combinaciones posibles de puntos de decisidn para
encontrar los puntos que, cuando se utilizan, dardn como resultado el arbol mas simple
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con los resultados mas precisos. Cuando se ejecuta el algoritmo, se establece la
profundidad maxima (es decir, el nimero maximo de puntos de decisidn) y la amplitud
maxima que se buscard y establece la importancia de tener resultados correctos frente
a mads puntos de decisién (Figura 5). [70,71,76]

Figura 5: Representacion de la toma de decisiones en un arbol de decisién

/7

+» Algoritmo de Naive Bayes o Clasificador Bayesiano

Segun el teorema de Bayes, uno de los métodos de aprendizaje automatico mas
antiguos, la probabilidad de un evento es una funcién de eventos relacionados. La
féormula del teorema de Bayeses P (y | x) =[P (y) x P (x | y)] / P (x): la probabilidad (P)
de” y” dada “x” es igual a la probabilidad de “y” multiplicada por la probabilidad de “x”
y dividido por la probabilidad de “x”.

En el aprendizaje automatico, donde hay multiples caracteristicas de entrada, se deben
encadenar las probabilidades de cada caracteristica para calcular la probabilidad final
de una clase, dada la matriz de caracteristicas de entrada que se proporciona (Figura 6).
Es un método importante no sélo porque ofrece un andlisis cualitativo de los atributos
y valores que pueden intervenir en el problema, sino porque tiene también en cuenta
la importancia cuantitativa de esos atributos. [70,77,78]

Figura 6: Representacién de un clasificador basado en un algoritmo Bayesiano, con el objetivo
final de proporcionar una prediccion basada en las probabilidades de cada atributo.
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Deep Learning o aprendizaje profundo

Este método lleva a cabo el proceso de Machine Learning usando una red neuronal
artificial que se compone de niveles jerarquicos. En el nivel inicial de la jerarquia, la red
aprende algo simple y luego envia esta informacidn al siguiente nivel. El siguiente nivel
toma esta informacidn sencilla, la combina, compone una informacién un poco mas
compleja, y asi sucesivamente (Figura 7).

Figura 7: Esquema del proceso de aprendizaje profundo. A diferencia del learning machine
es mas rapido, complejo y permite trabajar con gran cantidad de datos.

Puede aplicarse con éxito a grandes volimenes de datos para el descubrimiento y
aplicacion de conocimiento, asi como a la realizacion de predicciones a partir de él,
principalmente debido a que obtienen tasas de éxito elevadas con entrenamiento “no
supervisado, a diferencia de las técnicas anteriormente mencionadas. [70,79]
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5. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La OCT en el manejo de la EM se viene utilizando desde su invencidn en 1991, e incluso con la
OCT basada en el dominio del tiempo (TD-OCT) se encontrd una evidencia consistente de atrofia
de la capa de fibras nerviosas de la retina peripapilar (CFNR).

Los datos de los estudios TD-OCT sobre las capas de la retina de forma individual fueron escasos
debido a la mala resolucidn de la imagen y la ausencia de algoritmos de segmentacidn, pero con
la aparicién de la OCT de dominio espectral (SD-OCT), se pudieron superar estas limitaciones.
(80]

Tradicionalmente se trabajé con la CNFR peripapilar, y las mejoras en la segmentacién han
permitido cuantificar también atrofia en la CCG, asi como observar que esta atrofia se detiene
en la capa nuclear interna. [81] En consecuencia, los cambios de volumen de la capa nuclear
interna han surgido como un sustituto potencialmente nuevo de los cambios relacionados con
la inflamacién en la esclerosis multiple. Todos estos cambios solo son visibles gracias a la OCT,
permitiendo observar en estos pacientes cambios de una forma mucho mds precoz que con una
oftalmoscopia tradicional, la cual requiere una pérdida de al menos el 50% de las fibras nerviosas
para mostrar alteraciones detectables.

Por otro lado, la electrofisiologia tradicional habia demostrado alteraciones en los PEV y ERG en
sujetos con EM, sin embargo, la principal limitacién de estas técnicas es que analizan areas
grandes de la retina, por lo que pequenas alteraciones pueden pasar desapercibidas. [82,83] La
electrorretinografia multifocal (mfERG) se desarrollé con el objetivo de obtener informacion
objetiva sobre la actividad de la retina por conos y un mapa de sensibilidad de alta resolucion
topografica de la retina (Figura 8). [84]

Figura 8: Mapa topografico tridimensional de la retina basado en la amplitud e P1, donde se observa el
pico maximo que corresponderia a la macula (hexagono 31)
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Son pocos los estudios que han investigado el potencial del mfERG para el diagnéstico de la EM
y ademas se basan en el analisis tradicional de amplitudes y latencias, produciendo resultados
contradictorios. [82-91]

Por otro lado, los algoritmos de aprendizaje automatico han adquirido especial relevancia
gracias a su capacidad para construir modelos predictivos que pueden aprender patrones y
relaciones mientras requieren una minima intervencidon humana. En la EM, esta aplicacion hasta
ahora se ha sido utilizado principalmente para clasificar las diferentes etapas de la enfermedad,
sindrome clinicamente aislado (CIS), esclerosis multiple remitente-recidivante (EM-RR) vy
esclerosis multiple secundaria progresiva (EM-SP), o para predecir la transicion de CIS a EM
clinicamente definida. [92-95]

Es sabido que la esclerosis multiple cursa con una neurodegeneracién crénica de la capa de
fibras nerviosas de la retina y la capa de células ganglionares, asi como con alteraciones
electrofisioldgicas.

No obstante, las limitaciones de la electrofisiologia tradicional y |a falta de estudios de las nuevas
técnicas de electrofisiologia multifocal plantean la necesidad de identificar qué variables tienen
la capacidad de discriminar entre pacientes con esclerosis multiple y sujetos sanos.

A lo largo de la ultima década ha quedado constatado que la OCT es capaz de detectar
diferencias tanto a nivel macular como peripapilar en sujetos con EM. Sin embargo, los andlisis
TSNIT y ETDRS proporcionados por los dispositivos estdn pensados para una rdpida
interpretacién, lo cual limita el volumen de datos ofrecidos a priori. Aqui es donde intervienen
los métodos de aprendizaje automatico, ya que permiten analizar y correlacionar un mayor
volumen de datos y mas alld de un analisis estadistico tradicional. Son sin duda la llave para la
optimizacion de la capacidad diagnostica del OCT, pues permiten que se establezcan los
algoritmos de decision identificando los parametros de mayor sensibilidad y especificidad.

En esta tesis se han aplicado las técnicas de aprendizaje automatico para optimizar la capacidad
discriminatoria entre sujetos sanos y sujetos con esclerosis multiple, a través de los diferentes
pardmetros obtenidos mediante OCT y electrofisiologia, con el objetivo de detectar las variables
(capa, sectores, estructura, etc.) de mayor especificidad y sensibilidad.
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6. HIPOTESIS

La esclerosis multiple desde fases precoces causa alteraciones subclinicas en la estructura de la
neuro-retina y en las pruebas electrofisiolégicas que pueden ser utilizadas para su diagndstico
precoz optimizando la capacidad de estas pruebas para discriminar entre sujetos sanos y
pacientes con esclerosis multiple, mediante la aplicacién de técnicas de inteligencia artificial
como las maquinas de vectores de soporte (Support vector machine).
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VI.

VIL.

VIII.

7. OBIJETIVOS

Analizar el cambio fisioldgico en el espesor de las capas de la retina a lo largo de la vida.

Evaluar si dicho cambio fisioldgico es diferente segun el género (entre varones y
mujeres).

Estudiar qué parametros de la tomografia de coherencia dptica tipo swept-source son
mas Utiles para detectar la neurodegeneracién de los pacientes con esclerosis multiple
y para diferenciarlos de los sujetos sanos.

Evaluar si el género influye en el adelgazamiento de los espesores de las capas de la
neuro-retina en los pacientes con esclerosis multiple.

Analizar la afectacién de las diferentes capas de la neuro-retina en los estadios iniciales
de esclerosis multiple.

Evaluar y optimizar la capacidad de las maquinas de vectores de soporte (Support vector
machine) para distinguir entre sujetos sanos y pacientes con esclerosis multiple.

Estudiar si los electrorretinogramas multifocales son herramientas utiles para
diagnosticar la esclerosis multiple en fases precoces y qué pardmetros tienen mayor
capacidad diagndstica utilizando métodos de inteligencia artificial.

Demostrar que los pacientes con esclerosis multiple presentan una pérdida axonal
progresiva en la capa de fibras nerviosas peripapilar detectables mediante tomografia
de coherencia éptica.

Analizar las correlaciones entre el adelgazamiento de las capas de la neuro-retina en la
esclerosis multiple y el grado de discapacidad y la afectacién en la calidad de vida a
medida que progresa la enfermedad durante 5 afios de seguimiento.

Demostrar que la fisiopatologia de la esclerosis multiple incluye una pérdida axonal

progresiva continua, incluso cuando la enfermedad esta estable y no se dan episodios
recurrentes o brotes.
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8. METODOLOGIA

Los articulos que forman parte de esta tesis doctoral son el resultado de varios estudios que se
llevaron a cabo en la Unidad de Funcién Visual del Servicio de Oftalmologia, con la participacion
del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza, el Grupo de
Biomateriales de la Universidad de Zaragoza y el Grupo de Ingenieria Biomédica de la
Universidad de Alcald de Henares. 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 Aragon (CEICA).

De acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccidn de Datos de Caracter
Personal, utilizamos datos enmascarados, a cada ojo randomizado se le asigné un ndmero
especifico Unico, para proteger su identidad en los analisis estadisticos. Asi mismo, la base de
datos se protegié con una clave para restringir el acceso Unicamente a los investigadores del
estudio.

8.1. Sujetos de estudio

Se reclutaron pacientes con EM con diagnostico confirmado que llevasen un seguimiento de su
patologia en el servicio de neurologia del Hospital Miguel Servet y que previamente hubieran
dado su consentimiento a participar en el correspondiente estudio.

8.1.1 Physiological changes in retinal layers thicknesses measured with swept source
optical coherence tomography

Se reclutaron 480 sujetos sanos que participaron de forma voluntaria, sometiéndose a un
examen oftalmoldgico para descartar patologias oftdlmicas subclinicas, como glaucoma,
degeneracién macular asociada a la edad, etc.
Los criterios de exclusion fueron:

= Enfermedad ocular concomitante.

= Patologias sistémicas que puedan afectar el sistema visual (diabetes, etc.).

= Trauma ocular previo.

= Terapia con l3ser.

=  Parametros morfométricos de disco dptico sugestivos de glaucoma crénico subclinico

(relacién copa a disco 2 0,5).

=  Error refractivo > de + 5 dioptrias (D).

= longitud axial <21 0 > 25 mm.

= PIO >21 mmHg.

Las mediciones de la retina se obtuvieron en todos los sujetos utilizando el dispositivo Deep
Retinal Image (DRI) Triton Plus SS-OCT (Topcon, Tokio, Japon). Realizamos el protocolo OCT 3D
+ 5LineCross (superposicion 8 de 12,0 * 9,0 mm + 9,00 mm), solo se analizaron las imagenes con
una puntuacion de calidad > 55 y se rechazaron las imagenes de mala calidad antes del andlisis
de los datos.
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8.1.2 Computer-aided diagnosis of multiple sclerosis using a support vector machine and
optical coherence tomography features

Se reclutaron 48 pacientes con EM sin episodios previos de neuritis dptica y 48 sujetos sanos
que participaron de forma voluntaria (que acudieron a revision oftalmoldgica o de su refraccidon
y no presentaban patologia oftdlmica, alumnos de la universidad, personal, familiares y amigos).

El diagnodstico de la EM fue establecido por un neurdlogo/a especialista en EM segun los criterios
de McDonald [96]. Se recogieron variables neuroldgicas como la Escala Expandida del Estado de
Discapacidad (EDSS), duracion de la enfermedad, tratamientos prescritos, variables
oftalmolégicas como PIO, longitud axial, error refractivo y variables estructurales de la OCT.

El andlisis fue realizado aplicando técnicas de inteligencia artificial, principalmente maquinas de
vectores de soporte (Support vector machine).

8.1.3 Diagnostic ability of multifocal electroretinogram in early multiple sclerosis using
a new signal analysis method

Se reclutaron 15 sujetos con EM (11 mujeres y 4 hombres) con diagndstico precoz (inferior a 12
meses) sin historia previa de neuritis dptica y 6 controles sanos (3 hombres y tres mujeres).

La EM se diagnosticd en base a los criterios de McDonald [96] y fue confirmada por un
neurdlogo. Se excluyeron los pacientes con un brote activo de EM (de cualquier déficit o
localizacién neuroldgica) en los 3 meses anteriores a su reclutamiento en el estudio o en
cualquiera de las visitas anuales, para evitar el efecto de la inflamacién que se produce en estos
brotes y que podria falsear los datos de espesores de la OCT.

Todos los sujetos se sometieron a un examen neuro-oftalmico completo, incluida la evaluacién
de la agudeza visual mejor corregida utilizando las tablas de Snellen y ETDRS, la sensibilidad al
contraste con la prueba CSV1000, la visién del color con el test de Ishihara, los reflejos pupilares,
la motilidad ocular; se realizaron exdamenes del segmento anterior, presion intraocular (PIO) con
el tondmetro de aplanacion de Goldmann y morfologia papilar mediante examen funduscdpico
en todos los sujetos para detectar cualquier alteracién ocular (como glaucoma primario de
angulo abierto, cataratas, patologia corneal) que pudiera afectar la visién funcional o los
resultados del mfERG.

8.1.4 Retinal and optic nerve degeneration in patients with multiple sclerosis followed
up for 5 years.

Este estudio longitudinal prospectivo incluyd pacientes con EM remitente-recurrente definida 'y
controles sanos con un seguimiento de 5 afios. Se evaluaron un total de 204 ojos de 102
pacientes y 100 ojos de 50 controles sanos al inicio del estudio y luego cada afio durante 5 afios.

La EM fue diagnosticada en base a la revision de 2010 de los criterios de Mc Donald [96] y
confirmada por un neurdlogo especialista en EM. Los criterios de exclusién fueron: AV menor
de 0,1 en el optotipo de Snellen, PIO mayor a 20 mmHg, brote activo de EM de cualquier tipo en
los 6 meses anteriores a su inclusion en el estudio o en cualquiera de las visitas anuales, errores
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de refraccién de mas de 5 dioptrias de refraccidon de equivalente esférico o 3 dioptrias de
astigmatismo.

Las variables de estudio recogidas fueron:

= Neurolégicas: Puntuacidn de la Escala Expandida del Estado de Discapacidad (EDSS),
duracidn de la enfermedad, tratamientos prescritos, episodios previos de neuritis dptica
y puntuacion de la Escala de Calidad de Vida de Esclerosis Multiple de 54 items [MSQOL-
54].

=  Funcionales: AV con los optotipos de Snellen, test de vision cromatica con prueba de
Ishihara, desviacion media (MD) en decibelios (dB) del campo visual, amplitud y latencia
de la onda P100 de los potenciales evocados visuales (PEV).

= Estructurales: espesor de la capa de fibras nerviosas peripapilar (CFNRp), CNFR y capa
de células ganglionares (CCG) en el area macular utilizando dispositivo Cirrus de OCT y
el indicador de fibras nerviosas (NFI), promedio TSNIT junto con la desviacion estandar
(SD), promedio del espesor de CNFR superior e inferior mediante polarimetria laser
GDx-VCC.

8.2. Protocolo exploratorio

El protocolo exploratorio realizado consté de una evaluacidn neuroldgica, examen de la funcidn
visual, electrofisiologia, y evaluacién estructural de la retina y del nervio éptico.

8.2.1 Evaluacién neuroldgica

La valoracidn neuroldgica fue realizada por el Servicio de Neurologia del Hospital Universitario
Miguel Servet y proporcionaba la siguiente informacion:

= Tiempo de evolucién de la enfermedad desde su confirmacion diagnostica.

= Fenotipo de EM (recidivante-remitente, primaria progresiva, o secundaria progresiva).
= Edad de diagnéstico.

= Tratamiento actual y tratamientos previos prescritos para la EM.

= Severidad y grado de afectacidon neurolégica obtenido mediante la escala EDSS.

= (Calidad de vida mediante el test MSQOL-54.

8.2.1.1 Escala de severidad

La herramienta mas utilizada para la evaluacion de la situacion funcional de los pacientes con
EM es la Escala Expandida del Estado de Discapacidad (EDSS).

Aunque se basa principalmente en la capacidad para caminar (Figura 9), el examen neuroldgico,
ademads, también proporciona ocho medidas de subescala, denominadas puntuaciones del
sistema funcional (SF), basadas en estos ocho sistemas funcionales:

=  Piramidal (funcién motora)
=  Cerebeloso

= Tronco cerebral

= Sensorial
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= |ntestinoy vejiga
= Visual

= Cerebral o mental
= Otros

Figura 9: Escala de discapacidad de Kurtzke. Muestra el grado de discapacidad, asi como la capacidad de
ambulacion.

Los sistemas funcionales se califican en una escala de 0 (bajo nivel de problemas) a 5 o 6 (alto
nivel de problemas) para reflejar mejor el nivel de discapacidad observado clinicamente. La
categoria "Otros" consiste en cualquier otro hallazgo neurolégico atribuido a la EM y es
dicotémica, con 0 como ninguno y 1 como cualquier hallazgo detectado.

Por el contrario, la puntuacidn total de la EDSS estd determinada por dos factores: la marchay
la puntuacién del SF. Las personas con puntuaciones EDSS de 4.0 o mas pueden tener algun
grado de discapacidad en la marcha. Las puntuaciones entre 4.0 y 9.5 estan determinados tanto
por la capacidad de andar como por las puntuaciones del SF. En aras de la simplicidad, muchos
expertos miden las puntuaciones de la EDSS entre 4,0 y 9,5 enteramente segun la forma de
andar, sin considerar las puntuaciones del SF, pero en nuestros estudios se utilizaron tanto
ndmeros enteros como con decimales.

8.2.1.2 MSQOL-54

El MSQOL-54 es una medida multidimensional de la calidad de vida relacionada con la salud que
combina elementos genéricos y especificos de la EM en un solo test. Se basa en el SF-36 como
componente genérico al que se agregaron 18 items para aprovechar problemas especificos de
la EM como fatiga, funcidon cognitiva, etc. El test genera 12 subescalas junto con dos
puntuaciones de resumen y dos medidas adicionales de un solo elemento.

Las subescalas son: funcidn fisica, limitaciones de capacidades fisicas, limitaciones de
capacidades emocionales, dolor, bienestar emocional, energia, percepciones de salud, funcion
social, funcién cognitiva, problemas de salud, calidad de vida general y funcién sexual. Las
puntuaciones de resumen son el resumen compuesto de salud fisica y el resumen compuesto
de salud mental. Las medidas de un solo elemento son la satisfaccidn con la funcién sexual y el
cambio en la salud.
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El MSQOL-54 es un cuestionario estructurado que el paciente generalmente puede completar
con poca o ninguna ayuda, aunque también puede ser administrado por un entrevistador
(Apéndice 6).

8.2.2 Evaluacion de la funcién visual
8.2.2.1 Mejor agudeza visual corregida Snellen

Se determindé como la mejor AV, a la obtenida tras la mejor
refraccion esferocilindrica subjetiva, medida con el
optotipo Snellen proyectado a 6 m en condiciones
mesépicas (<15cd/m?, con el luxdmetro colocado en el
centro de la pantalla de proyeccién, con el proyector y
luces apagados) en una sala de iluminacidon controlada
(Figura 10).

Figura 10: Proyector y mando del optotitpo proyectado
8.2.2.2 Mejor agudeza visual corregida ETDRS

Se registré la mejor AV, tras la mejor refraccidon esferocilindrica subjetiva, medida con el
optotipo ETDRS colocado a 4 m y en condiciones mesépicas (Figura 11).

Figura 11: Lamina 1 (izquierda) y ldamina 2 (derecha). Cada fila contiene 5 letras, el espacio entre ellas es
proporcional al espacio de las letras, asi como el espacio entre filas

Se utilizé la lamina R (“refraccidon”) para determinar la refraccién subjetiva y la AV del ojo
derecho (OD) con la lamina 1 y la del ojo izquierdo (Ol) con la ldmina 2 para evitar el efecto
memoria. Se determiné la AV en escala logMAR (logaritmo del minimo angulo de resolucién)
como la ultima linea en la que el paciente fue capaz de leer 3 0 mas letras (0,02 unidades
logaritmicas por cada letra leida).
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8.2.2.3 Test Ishihara

Esta prueba de vision cromatica se realizé en condiciones fotdpicas (alta luminosidad) con la
mejor correccidn para distancia cercana. Se realizé de forma monocular, presentado las [dminas
(Figura 12) en un angulo de observacidon recomendado de 452, mostrando cada lamina entre 4
y 15 segundos.

Figura 12: Ldminas psudocromaticas de Ishihara. Incluyen un patréon de puntos entre los que puede
distinguirse un numero o un recorrido. El test completo se compone de 38 ldminas.

8.2.2.4 Campimetria 30-2

Se utilizé el analizador de campo Humphrey (HFA) Il (Zeiss, Alemania), seleccionando la
estrategia 30-2 SITA estdndar, blanco-blanco, umbral completo y estimulo lll, realizando el
campo en condiciones escotdpicas y de forma monocular con la mejor refraccion determinada
por el propio aparato (Figura 13). Se repitieron los test con una tasa de falsos positivos/negativos
>15% y/o mas de tres perdidas de fijacidn, y en los casos en los que no fue posible lograr una
prueba valida, se excluyd del andlisis.

Figura 13: Campo SITA-standar 30-2, muestra el
mapa de desviacion total, desviacion del modelo, y
los indicadores de patron del hemicampo de
glaucoma, indice de campo visual , desviacion media
y desviacion estdndar del patrén
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8.2.2.5 Sensibilidad al contraste CSV-1000

La sensibilidad al contraste fue determinada con el test CSV-1000, en condiciones mesdpicas, a

2,5 metros y con su mejor correccion.

Figura 14: Test CSV-1000. Se observan las 4 frecuencias
espaciales, 3 (A), 6 (B), 12 (C) y 18 (D) ciclos por grado y
los 8 niveles de contraste

8.2.3 Electrofisiologia

8.2.3.1 Potenciales evocados visuales

Esta prueba mide la sensibilidad al
contraste en las frecuencias espaciales de
3 (A), 6 (B), 12 (C) y 18 (D) ciclos por grado.
Cada frecuencia tiene 8 niveles de
contraste, que va variando gradualmente
a lo largo de dos filas de circulos, donde
uno presenta el estimulo y el otro no. Los
pacientes debian determinar en cual de los
dos se encontraba el estimulo, anotando el
ultimo nivel determinado correctamente
(Figura 14).

Los PEV fueron realizados por el servicio de neurofisiologia del Hospital Universitario Miguel

Servet. Se colocé un electrodo de referencia a nivel del nasidn, otro activo a nivel del aniény

otro a modo de toma de tierra.

Las mediciones se registraron de forma monocular con su mejor correccion, en condiciones

fotdpicas, con el paciente colocado a 1 metro del monitor (Figura 15).

Figura 15: Disposicion de los electrodos y patrén visualizado por el paciente. Fz= frontal, Cz = central o
Vertex y el Pz= Parietal. Guia rdpida Retisystem Version: 19-99_04_7.5S (Topcon)
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8.2.3.2 Electrorretinograma multifocal

Se realizé en la Unidad de Funcién Visual del servicio de oftalmologia, mediante el dispositivo
Retiport Retiscan (Roland Consultant, Alemania)

Las mediciones se registraron de forma monocular tras dilatacién, con una adicién de 3 dioptrias
sobre su mejor correccidn, en condiciones fotdpicas y con el paciente colocado a 28cm del
monitor. Se colocd a los pacientes un electrodo toma de tierra en el nasidn, dos electrodos
cutaneos de referencia y dos electrodos activos DTL (plata/nilén de grado médico) en el fornix
(Figura 16).

Figura 16: Disposicion de los electrodos, patrdon visualizado por el paciente, distribucién del
patrén de las areas analizadas y mapa topografico tridimensional basado en la amplitud de P1.

8.2.4 Estudio estructural
8.2.4.1 Tomografia de coherencia dptica Cirrus

La tomografia de coherencia éptica (OCT) a menudo se describe como el andlogo dptico de la
ecografia por ultrasonido, que genera imagenes utilizando el retardo de tiempo y la magnitud
de los ecos de la luz. La OCT esta basada en el interferémetro de Michelson, analizando las
interferencias entre la sefal de un objeto bajo investigacion y una sefial de referencia local.

En comparacién con los antiguos TD-OCT (OCT de dominio tiempo) los actuales SD-OCT (OCT de
dominio espectral), presentan un esquema muy similar, pero basado en la espectrometria. El
espejo de referencia moévil ahora se inmoviliza y el detector se reemplaza por un espectrémetro.
Y aqui es donde intervienen las transformadas de Fourier, ya que una medicion espectral
producird un perfil de exploracién similar al obtenido en un TD-OCT. Sin embargo, en este caso,
la contribucidén de la sefial de dos o mas interfaces se puede recopilar simultdneamente, ya que
contribuyen sobre diferentes componentes de oscilacion espectral (Figura 17).
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Figura 17: Diferencias entre la tomografia de coherencia éptica de dominio temporal y espectral

Se emplearon dos protocolos de adquisicion:
=  Protocolo Optic disc cube 200x200 para CFNR (Figura 18)
Analiza un drea de 6mm?3 alrededor del nervio dptico, y se registran las variables del
espesor medio en los sectores superior, inferior nasal y temporal, asi como en 12
sectores horarios y el espesor promedio total.

Figura 18: Analisis de capa de fibras nerviosas proporcionado por el protocolo 2020x200 de nervio dptico.
Muestra el grafico de doble joroba y un analisis por sectores.

=  Protocolo macular 512x128 para espesores y volumen macular:

Analiza el espesor de la retina desde la membrana limitante interna hasta el epitelio
pigmentario de la retina, proporcionando el espesor en las nueve areas ETDRS. Se trata
de tres anillos (1,3 y 6 mm) ubicados en torno a la févea (anillo 1), los anillos 1y 2 a su
vez se dividen en superior, inferior, nasal y temporal. Ademas, también aporta el
espesor subfoveal y el promedio del cubo.

Este mismo protocolo presenta un subandlisis exclusivo para la CCG, mostrando el
espesor en los sectores superior, superonasal, inferonasal, inferior, inferotemporal y
superotemporal, asi como los espesores promedio y minimo de la CCG+capa plexiforme
interna (Figura 19).
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Figura 19: A. Analisis del espesor total de la retina del protocolo macular 512x512. B Analisis del espesor
de capa de células ganglionares obtenido mediante el mismo protocolo.

8.2.4.2 Tomografia de coherencia dptica Triton

La nueva generacion de OCT afade una mejora sobre el SD-OCT, incorporando un laser de
barrido como fuente de luz y un detector de fotodiodo Unico (Figura 20), y se denomina Swept

Source (SS-OCT). Esta mejora permite velocidades de escaneo mas rdpidas, unos 100.000 Hz, lo

que proporciona imagenes tridimensionales mas precisas de la retina e incluso de la coroides,

con resoluciones axiales y transversales de 8 y 20 um en el tejido, respectivamente.

SS-OCT posee una longitud de onda de
1.050 nm, permitiendo una
visualizacidn en profundidad del ojo
desde la retina hasta la esclerdtica
incluso en sujetos con cataratas
moderadas a severas. Los sistemas SS-
OCT tienen la capacidad de obtener
imagenes simultaneas de la retinay la
coroides con mayor eficiencia de
detecciéon, ya que son menos
propensos a la dispersion.

Figura 20: Diferencias entre tomografia de coherencia dptica
basa en espectrometria y Swept Source
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Las imagenes fueron adquiridas con el dispositivo Triton (Topcon,Japan), utilizando dos
protocolos:

3D Wide

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 drea peripapilar (TSNIT: exploracién temporal-
superior-nasal-inferior-temporal).

La exploracion ETDRS proporciona las nueve areas maculares cldsica, asi como el
espesor central subfoveal, el espesor medio y el volumen macular.

El didmetro del area peripapilar medido con la exploracidon TSNIT es de 3,40 mm. El
analisis TSNIT proporciona datos de los 4 cuadrantes peripapilares (superior, nasal,
inferior y temporal) y 6 sectores (superonasal, superotemporal, nasal, temporal,
inferonasal e inferotemporal) (Figura 21).

Ambos analisis proporcionan mediciones independientes y automatizadas de diferentes
capas. A nivel macular y peripapilar, se registraron los espesores de la CFNR (entre la
membrana limitante interna -ILM- y los limites de CCG), y a nivel macular se registraron
también los espesores de la GCL + (entre la CFNR y los limites de la capa nuclear interna),
GCL ++ (entre la ILM y los limites de la capa nuclear interna), el espesor de la retina
(entre la ILM y el epitelio pigmentario de la retina), y de la coroides.

Figura 21: Corte estructural centrado en macula. Este protocolo proporciona un analisis macular
que incluye mapas de desviacion para cada capa, asi como el analisis TSNIT de capa de fibras
nerviosas peripapilar.

3D+5line cross

Este protocolo se basa en la superposicion de un protocolo macular 3D Macula (H)
7*7mm y un protocolo peripapilar 3D Disc de 6¥*6mm de ancho (Figura 22) generando
una medicidon de 12*9mm, de igual manera que el protocolo Wide, anteriormente
explicado.
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Figura 22: Se muestra el cubo macular macular centrado en la fovea y el cubo peripapilar centrado en el
nervio éptico. Genera 5 A scans horizontales y 5 verticales para el analisis estructural de la retina.

8.2.4.3 Polarimetria laser GDx

La polarimetria laser, uno de los métodos mas antiguos para el diagndstico y seguimiento de
glaucoma, y se basa en el principio de birrefringencia de medios.

Utiliza luz emitida por un diodo laser y polarizada en dos rayos perpendiculares atraviesa la
retina. Debido a las propiedades polarizantes de los microtibulos de los axones que forman la
CFNR, cada uno de estos rayos pasa a través de esta capa a una velocidad ligeramente diferente
(Figura 23); cuanto mas 'acorde' es la configuracién de las capas con la direccidén de propagacion
de la onda, mas rapido pasa esta. Después la luz se refleja en el epitelio pigmentado, regresa al
detector, pasando nuevamente a través de la capa de fibra nerviosa, repitiéndose asi el proceso.

Figura 23: Representacion de los componentes en que se basa la polarimetria. Se observan los dos
rayos de luz polarizada que atraviesan la capa de fibras nerviosas de la retina y viajan a
velocidades diferentes.

42



8.3. Variables

Las variables seleccionadas para nuestro estudio fueron (Tabla 1):

Demograficas

Sexo
Edad

Neuroldgicas

Fenotipo de EM
Edad al diagnostico

Tiempo de evolucion

Tratamiento
Puntuacién EDSS

Puntuaciones MDQOL-54

Oftalmoldgicas PIQ )

Episodios de NO

AV Snellen Puntuacion decimal

AV ETDRS Puntuacion log MAR
Funcion visual Ishihara n? de ldminas correctas

Campo visual

Desviacion media (MD)

CSV-1000

FrecuenciaA,B,CyD

Estructurales

GDx-VCC

NFI

TSNIT promedio (mm)

Espesor superior (mm)

Espesor inferior (mm)

TSNIT SD (um)

Cirrus OCT

Espesor total CFNR (um)

Espesor CFNR (um) S, N, Te |

Espesor total CCG+IPL (um)

Espesor minimo CCG+IPL (um)

Espesor CCG (um) foveal

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

Triton OCT

Espesor macular de CNFR, GCL+, GCL++,
coroides y espesor total de la retina

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

Electrofisiologia

PEV

Latencia onda P100

mfERG

Amplitud y latencia de P1 y N1

Tabla 1: Variables recogidas en los cuatro articulos. Abreviaturas: |, inferior; S, superior; T, temporal; N,
nasal; IN: inferonasal, IT, inferotemporal, SN, superonasal; ST, superotemporal, CFNR, capa de fibras
nerviosas de la retina CCG , capa de células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; PEV, potenciales
evocados visuales; mfERG, electrorretinograma multifocal; SD, desviacion estandar; NFI, indicador de
fibras nerviosas; P10, presién intraocular; EDSS, escala expandida de discapacidad; ETDRS, Early treatment
Diabetic Retinipathy Study; GCL+, entre CFNR y los limites de la capa nuclear interna; GCL ++,entre la
membrana limitante interna y los limites de la capa nuclear interna.




8.4. Recogida y andlisis 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 andlisis estadisticos se realizd con el programa SPSS version 20.0 (SPSS Inc.,
Chicago, United States) y/o el Statgraphics Centurion XVII (Statpoint Technologies Inc.,
Warrenton, VA, USA). Se comprobd el ajuste a la normalidad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov para cada una de las variables.

La aplicacién de técnicas de inteligencia artificial, principalmente mdaquinas de vectores de
soporte (Support vector machine), fue realizada por el grupo de ingenieros biomédicos del
departamento de electrénica de la Universidad de Alcald de Henares liderado por Luciano
Boquete.

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

1. Elisa Viladés, Amaya Pérez-del Palomar, José Cegoiiino, Javier Obis, Maria Satue, Elvira
Orduna, Luis E Pablo, Marta Ciprés, Elena Garcia-Martin. Physiological changes in
retinal layers thicknesses measured with swept source optical coherence tomography.
Plos One 2020. In press

Se trata de un estudio traslacional observacional que incluyd a 463 sujetos sanos, el
objetivo fue evaluar los cambios fisioldgicos relacionados con la edad en todas las capas
de la retina en las areas macular y peripapilar.

Se realizd un anadlisis comparativo entre los 4 grupos de edad en relacién a las variables
de espesores de la CFNR, GCL+, GCL++, coroides y espesor total de la retina, para
encontrar diferencias en cada uno de los 200 puntos obtenidos en el andlisis Disc
5.2x5.2-Superpixelgrid-200, organizados en cuatro cuadrantes (temporal superior -TS-;
temporal inferior -Tl-; nasal superior -NS-; y nasal inferior -NI-) y cuatro mitades
(superior, inferior, nasal y temporal).

La comparacién entre grupos de edad se realizé mediante el test ANOVA para cada
medicion de espesor en los cuatro cuadrantes y cuatro mitades. Se realizdé un analisis
post-hoc para valorar la existencia de diferencias estadisticas en cada comparacion
entre los cuatro grupos de edad (Grupo 1 en comparaciéon con el Grupo 2; Grupo 1 en
comparacién con el Grupo 3; Grupo 1 en comparacién con el Grupo 4; Grupo 2 en
comparacién con el Grupo 3; Grupo 2 en comparacién con el Grupo 4 y el Grupo 3 en
comparacién con el Grupo 4). En todos los andlisis se utilizd la correccién de Bonferroni
para comparaciones multiples.
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2. Carlo Cavaliere, Elisa Vilades, M2 C Alonso-Rodriguez , Maria Jesus Rodrigo, Luis Emilio
Pablo, Juan Manuel Miguel, Elena Lépez-Guillén, Eva Maria Sanchez Morla, Luciano
Boquete, Elena Garcia-Martin. Computer-aided diagnosis of multiple sclerosis using a
support vector machine and optical coherence tomography features. Sensors
(Basel) 2019;19(23):5323.

Se trata de un estudio traslacional observacional que incluyd a 48 sujetos sanos y 48
pacientes con EM-RR sin episodios previos de neuritis dptica. El objetivo fue evaluar la
viabilidad diagnostica de la OCT para detectar EM utilizando una SVM como clasificador
automatico.

Se realizé un analisis comparativo entre sujetos sanos y sujetos con EM para determinar
la capa mads eficiente a la hora de detectar diferencias entre sujetos, mediante una
mdaquina de soporte de vectores. El clasificador se implementé utilizando la aplicaciéon
Classification Learner incluida en Statistics and Machine Learning Toolbox 11.6 de
MATLAB (Mathworks Inc., Natick, MA, EE. UU.).

Las comparaciones entre grupos se analizaron mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) para comprobar su distribucién, la prueba de Fisher para estudiar las
diferencias en las varianzas, la prueba T de Student para analizar las medias y la de
Mann-Whitney Wilcoxon para comparar las medianas. Se establecié el nivel de
significatividad en 0,05.

Las correlaciones se estimaron con el coeficiente de Pearson. El drea bajo la curva ROC

(receiver operating characterisitcs) se utilizé para evaluar la capacidad de discriminacidn
de la caracteristica propuesta en este estudio.
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Luciano Boquete, Elena Lopez-Guillén, Elisa Vilades, Juan Manuel Miguel-Jiménez, Luis
Emilio Pablo, Luis De Santiago, Miguel Ortiz del Castillo, Maria Concepciéon Alonso-
Rodriguez, Eva Maria Sanchez Morla, Almudena Lépez-Dorado, Elena Garcia-Martin.
Diagnostic ability of multifocal electroretinogram in early multiple sclerosis using a
new signal analysis method. PLoS One 2019;14(11): e0224500.

Se trata de un estudio transversal observacional para determinar si un nuevo analisis de
sefiales podria incrementar la capacidad diagnostica del mfERG en pacientes en estadios
iniciales de EM-RR. Para ello se reclutaron 15 pacientes de reciente diagndstico y 6
controles sanos.

La normalidad de los resultados se evalué mediante la prueba de Shapiro-Wilk (W). Las
diferencias entre grupos se evaluaron mediante la prueba T de Student para muestras
independiente en distribuciones normales y la prueba U-Mann-Whitney (Wilcoxon) en
distribuciones no paramétricas. Las diferencias entre los métodos se evaluaron
utilizando la prueba T de Student para muestras dependiente en distribuciones
normales (prueba T de muestras pareadas). Las correlaciones se realizaron mediante el
coeficiente de Pearson.

Se utilizo MATLAB (Mathworks Inc., Natick, MA, EEUU), para obtener un modelo de

sefial a partir de las medidas de los 6 controles sanos, luego se compard la sefial de los
sujetos con EM-RR con la sefial modelo usando el error cuadrdtico medio estandarizado.
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4. Elena Garcia-Martin, Jose Ramén Ara, Jesus Martin, Carmen Almarcegui, Isabel
Dolz, Elisa Vilades, Laura Gil-Arribas, Francisco Javier Fernandez, Vicente Polo, Jose
Manuel Larrosa, Luis Emilio Pablo, Maria Satue. Retinal and optic nerve degeneration
in patients with multiple sclerosis followed up for 5 years. Ophthalmology 2017;
124(5):688-696.

Se trata de un estudio prospectivo longitudinal realizado en 50 sujetos sanos y 102
pacientes con EM-RR. El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios estructurales
y funcionales a lo largo de 5 afos.

Se analizé la agudeza visual, la vision del color (placas pseudoisocromaticas de Ishihara),
el campo visual, el volumen y el espesor macular correspondiente a las 9 dreas del
ETDRS, la CFNR de los 4 cuadrantes del nervio épticoy el espesor de la CCG en las 6 areas
del cubo macular, con el dispositivo Cirrus HD, la polarimetria laser de barrido, los
potenciales evocados visuales, y las variables neuroldgicas (EDSS y test MSQOL-54).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
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Abstract

Purpose: To evaluate the physiological changes related with age of all retinal layers thickness

measurements in macular and peripapillary areas in healthy eyes.

Methods: Wide protocol scan (with a field of view of 12x9 cm) from Triton SS-OCT instrument (Topcon
Corporation, Japan) was performed 463 heathy eyes from 463 healthy controls. This protocol allows to
measure the thickness of the following layers: Retina, Retinal nerve fiber layer (RNFL), Ganglion cell layer
(GCL +), GCL++ and choroid. In those layers, mean thickness was compared in four groups of ages: Group
1 (71 healthy subjects aged between 20 and 34 years); Group 2 (65 individuals aged 35-49 years), Group

3 (230 healthy controls aged 50-64 years) and Group 4 (97 healthy subjects aged 65-79 years).

Results: The most significant thinning of all retinal layers occurs particularly in the transition from group
2 to group 3, especially in temporal superior quadrant at RNFL, GCL++ and retinal layers (p<0.001), and
temporal superior, temporal inferior, and temporal half in choroid layer (p<0.001). Curiously group 2
when compared with group 1 presents a significant thickening of RNFL in in temporal superior quadrant
(p=0.001), inferior (p<0.001) and temporal (p=0.001) halves, and also in nasal half in choroid layer

(p=0.001).

Conclusions: Excepting the RNFL, which shows a thickening until de third decade of life, the rest of the

layers seem to have a physiological progressive thinning.
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Introduction

Currently OCT is widely used in clinical practice and clinical trials accepting their measurements for the
evaluation of the response to treatment and the progression of pathologies. !! Retinal thickness or
central macular thickness (CMT) measured with OCT is particularly used, which correlates with

pathological changes and response to treatment for a variety of eye diseases. 2

Currently we still accept the thickness of the retina as the space between surfaces detected, but retinal
image segmentation is challenging; structures such as vascular structures, macula, and microaneurysms
have low contrast with their background. In contrast, other structures have high contrast with

background tissues, but they are difficult to distinguish using classical segmentation techniques. **

Also, recent works have shown that the most commonly used algorithms in daily practice for retinal layer
segmentation have a large number of segmentation errors, especially in the case of age-related macular
degeneration, great disruptive pathology such as subretinal fluid, intraretinal cysts and retinal

detachments that interrupt the structured logical organization of the retinal layers. **

Currently we can classify the existing segmentation algorithms into two clusters, mathematical modeling
and machine learning approaches. Mathematical modeling is based on the previous anatomical,
structural and clinical knowledge that is known about the retina. However pure machine learning
algorithms for retinal layer segmentation classifies each pixel from an image on how they fall under a

particular layer or boundary, that means that boundaries between layers are not linear. 2

Swept-source (SS)-OCT offers potential advantages due to a modified Spectral-domain (SD) and depth
resolved technology which includes an improved imaging range, minor sensitivity roll-off with imaging

depth, greater detection efficiencies, and an adjustability to longer imaging wavelengths of 1050nm, this

52



69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

Viladés E

allows a greater choroidal penetration and higher speed for image acquisition. The main difference of SS-
OCT is that captures the interferences of the backscattered light from the retina thanks to a wavelength
sweeping laser light source and a photodiode detector, in contrast to SD-OCT where a line scan camera
and a spectrometer record the interferences between a broadband light source. Those improvements on
SS-OCT enables higher density raster scan protocols and deeper image penetration, as a result on en-face

reconstructions a better visualization of choroidal detail is possible. !’

Swept-source (SS)-OCT with a wavelength of 1,050 nm and 100,000 A-scans/sec has allowed in-depth
visualization of the eye from the retina to the sclera even in patients with moderate to severe cataracts,
as well as during eye blinking and/or ocular movement. SS-OCT systems have the potential for superior
and simultaneous imaging of the retina and choroid because of the longer wavelength, potentially higher

detection efficiency, and lower dispersion.!”

Choroidal thinning has been considered more and more important in the last months, because it has
been associated with some ophthalmological pathologies such as age-related macular degeneration

(AMD), and also in neurodegenerative diseases such as multiple sclerosis [, Parkinson’s disease ! or
Fibromyalgia *® and systemic conditions like diabetes mellitus Y or pathologies with unclear

physiopathology such as migraine. 2!

Also, age has been found to be negatively correlated with central choroidal thickness and with central
choroidal volume 4, choroidal thickness and volume are also negatively statistically significant

concerning the refractive error, and axial length measured with low-coherence reflectometry was also
found to be negatively correlated with choroidal thickness and volume. On the other hand, sex has not

been found to influence choroidal thickness significantly. **

Imaging of the choroid was dramatically improved with the development of spectral domain optical
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coherence tomography (SD-OCT) and was further augmented with the advantage of enhanced depth

imaging SD-OCT (EDI SD-OCT) by Spaide and colleagues.!*®!

Even though, standard cross-sectional (Bscan) OCT imaging are still limited, consequently the choroidal
assessment is not as detailed as it could be. However, en-face OCT imaging, is able to provide a high-
definition three-dimensional and depth-resolved reconstruction of the choroid, revealing choroidal
vascular details not easily visible on cross-sectional OCT imaging. Despite this, SD-OCT is the gold
standard for clinical assessment and management of chorioretinal disorders, nevertheless the limited
depth of penetration (¥Y850nm), could compromise the choroidal assessment although the selection of

the enhanced depth imaging (EDI) method.!”

In the absence of automated segmentation software for SS OCT systems, previous investigators have
used manual (mostly single-point) measurement techniques using in-built calibers or modification of
retinal segmentation lines to evaluate choroidal thickness; given the high anatomic variability of the
choroid, these are impractical for clinical use, are highly dependent on location of measurement, and
may be subject to further operator effects.!*”! Nevertheless, SS-OCT provides objective and automated

measurements of the choroid.

Materials and methods

Between 2015 and 2018, 480 healthy withe caucasian patients were recruited for this cross-sectional
study. The inclusion criteria were age between 20 and 79 years, refractive error less than + 5 diopters (D),
axial length between 21 and 25 mm, intraocular pressure less than 21mmHg. The exclusion criteria were
concomitant ocular disease (such as glaucoma or retinal pathology); systemic pathologies that could
impair the visual system; ocular trauma; laser therapy; and pathology affecting the optic nerve and retina

(such as glaucoma, optic neuritis, macular degeneration). We excluded eyes with morphometric
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parameters of optic disc suggestive of subclinical chronic glaucoma (cup to disc ration20.5).

All participants provided written informed consent to participate in this study. The written informed
consent for participants and for the study protocol was approved by the Ethics Committee of Clinic
Research in Aragon (CEICA) and by the Ethics Committee of Miguel Servet University Hospital, in
Zaragoza, Spain, which specifically approved the study procedures. This study was conducted in

accordance with the guidelines established by the principles of the Declaration of Helsinki.

Both eyes of each subject were evaluated, but only one of the eyes, randomly selected, was included in
the statistical analysis to avoid potential bias by interrelation between eyes of the same subject. In the

cases of subjects with exclusion criteria in only one eye, the other eye was selected for the analysis.

A total of 13 eyes were excluded because of not enough OCT quality or exclusion criteria detected during
the exploration (morphometric parameters of optic disc compatibles with glaucoma, epiretinal
membrane or macular hole). Finally, we included 467 eyes (233 males, 234 females), that were classified
in four groups in steps of 15 years, as the difference between the youngest and the oldest is 60 years:
Group 1 (composed by 71 eyes of 71 healthy subjects aged between 20 and 34 years); Group 2
(composed by 65 eyes of 65 healthy individual aged 35 to 49 years), Group 3 (with 230 eyes from 230
healthy controls aged between 50 and 64 years) and Group 4 (composed by 97 eyes from 97 healthy

subjects aged 65-79 years).

OCT evaluation

Retinal measurements were obtained in all subjects using the DRI Triton SS-OCT device (Topcon, Tokyo,
Japan). We performed the 3D+5LineCross protocol (12.0*9.0mm + 9.00mm overlap 8), which allows

100.000 A scans/sec. The DRI Triton SS-OCT provides a quality scale in the image to indicate the signal
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strength. The quality score ranges from 0 (poor quality) to 100 (excellent quality). Only images with a
score >55 were analyzed in our study, and poor-quality images prior to data analysis were rejected.

We exported data of 5 layers using 3DH_DISC (Disc5.2x5.2-Superpixelgrid-200) and the thickness of the
26x26 grid were analyzed to get mean and standard deviation in the four age groups as shown in Figure 1
(Fig 1. A: Location of 3D+5line cross OCT scans on retina. B: 26*26 grid centered on optic disc, the center
area is not shown because the OCT thickness is always zero. C: cross-sectional OCT image and

segmentation boundaries).

Using the Data Collector software of the Triton OCT, measurements of full layers and of 5 different layers
were obtained (Figure 2): Retinal thickness (from the inner limiting membrane —ILM- to the retinal
pigment epithelium boundaries), Retinal nerve fiber layer (RNFL) (between the ILM to the GCL
boundaries), Ganglion cell layer (GCL) + (between RNFL to the inner nuclear layer boundaries) and GCL++
(between ILM to the inner nuclear layer boundaries), and choroid (from the Bruch membrane to the
choroidal-scleral interface) (Fig 2. Representation of the five layers measured by Triton optical coherence
tomography: Retina (from the inner limiting membrane —ILM- to the retinal pigment epithelium
boundaries), Retinal nerve fiber layer (RNFL) (between the ILM to the GCL boundaries), Ganglion cell
layer (GCL) + (between RNFL to the inner nuclear layer boundaries), GCL++ (between ILM to the inner
nuclear layer boundaries), and choroid (from the Bruch membrane to the choroidal-scleral interface).
Automated built-in calibration software, Topcon Advances Boundary Software (TABS) determined the
distance between the delimiting lines in retina and choroidal plexus, establishing 7 boundaries and five

layers.

Data Analysis

Comparison between age groups was performed using analysis of variance (ANOVA) for each thickness
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measurement for four quadrants and four halves. Post-Hoc analysis was performed to obtain statistical
differences in each comparison between the four age groups (Group 1 compared with Group 2; Group 1
compared with Group 3; Group 1 compared with Group 4; Group 2 compared with Group 3; Group 2
compared with Group 4; and Group 3 compared with Group 4). Correction for multiple comparisons was
used in all analyses. In order to graphically see the evolution of the thickness of each segmented layer, a
numerical method called the finite element method (FEM) was used. Numerical techniques such as the
finite element method have been extensively implemented as effective and noninvasive methods to
analyze biological tissues, and in particular in ophthalmology. 812 The finite element method is a
computational tool which allows analysing the stress/strain behaviour of a structure subjected to
different loads and boundary conditions. Here, this method has only been used to study the evolution of
retinal layers thickness along time and to graphically see the evolution of each of them by a contour plot
map. Thus, a finite element mesh using ABAQUS (Abaqus 6.14, Simulia, Rhode Island, USA) mimicking the
Triton grid (Disc5.2x5.2-Superpixelgrid-200) was developed. The finite element mesh was constructed
using membrane quadrilateral elements and the size of the mesh was 5.2x5.2mm. Afterwards, the
thickness of each box of the grid for each group and each layer was introduced. In this way, the evolution

of the thickness of each layer can be seen from a spatio-temporal point of view from Group 1 to Group 4.

Results

We analysed a total of 467 eyes from 467 healthy subjects, 71 eyes from 71 individuals between 20-34
years (group 1), 65 eyes from 65 subjects between 35-49 years (group 2), 230 eyes from 230 subjects
between 50-64 years (group 3) and 97 eyes from 97 individuals between 65-79 years (group 4).

Mean and standard deviation for each layer were represented in Figure 3 (Fig 3. Representation of mean
and standard deviation for each layer measured by Triton optical coherence tomography, for the four age

groups: Group 1 (composed by 71 healthy subjects with age between 20 and 34 years); Group 2
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(composed by 65 individuals with 35-49 years), Group 3 (with 230 healthy controls with 50-64 years) and
Group 4 (composed by 97 healthy subjects with 65-79 years). On the left column, the mean and standard
deviation is shown for each layer and age group. On the right column, the quartiles are plotted to show

data dispersion and the presence of outliers) for the four age groups.

Figure 4 (Fig 4. Finite element contour map of the evolution of the thickness of each layer measured by
Triton optical coherence tomography for the four age groups (20-34 years, 35-49 years, 50-64 years, and
65-80 years). On the left, the contour bar represents the equivalence between colour and thickness value
(in um) for each layer. Blue zones correspond to thicker areas and red zones correspond to thinner ones.
The optic nerve is represented in grey colour. Different scales have been used to represent the thickness
value for each layer. It can be seen a progressive thinning of all layers with age, especially from 50 years
onwards) represents the contour map obtained by finite element modeling of the evolution of the
thickness of each layer for the different age groups, which shows progressive thinning of all layers with

age, especially from 50 years onwards.

A comparative analysis between age groups were performed for all layers to find thickness differences for
four quadrants (temporal superior -TS-; temporal inferior -Tl-; nasal superior -NS-; and nasal inferior -NI-)

and four halves (superior, inferior, nasal and temporal).

Retinal Full Layer analysis

There are highly significant differences between groups in our analysis for each quadrant and halves. In
the post-hoc analysis, a significant thickening that did not overcome the Bonferroni correction for
multiple comparison was found for Tl quadrant at group 2 compared with group 1 (p=0.038) and also at

temporal half (p=0.043). Considerable differences that overcame the Bonferroni correction or multiple
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comparison were found comparing group 2 vs group 3, in which a thinning trend is visible for TS

(p=0.004), and Tl (p=0.007) quadrants and temporal (p=0.005) halves. Comparing group 3 vs group 4,

significant thinning was found for the four quadrants (p<0.002), and the four halves (p<0.001).

Comparing group 1 vs group 3 we did not find any statistical differences between groups although there

is a presumed thinning in group 3. On the other hand, there is an obvious thinning in group 4 compared

with group 1 and group 2 for all quadrants and halves (p<0.001) (Table 1. Mean # standard deviation of

four quadrants and halves for age groups in the full layers, retina and choroid measurement, and

comparison of thickness between age groups. The asterisks show significant levels that overcome

Bonferroni correction for multiple comparisons. Abbreviations: TS, temporal superior; Tl, temporal

inferior; NS, nasal superior; NI, nasal inferior.).

Group 1

Group 2

Group 3

Group 4

(20-34 years) (35-49 years) | (50-64 years) | (65-79 years) P
TS Quadrant 498.67+40.41 | 517.52+71.87 | 485.86179.41 | 458.84+52.42 | <0.001*
Tl Quadrant 470.53150.57 493.194+73.98 | 463.30+78.88 | 418.36%+47.21 | <0.001*
«» | NS Quadrant 479.50+43.65 | 480.96+68.32 | 465.49+89.01 | 426.43+54.78 | <0.001*
% NI Quadrant 436.80%+35.97 449.07£68.93 | 427.20+82.69 | 389.57+45.18 | <0.001*
% Superior Half 489.09%39.43 499.24+68.04 | 475.68+83.03 | 442.63+51.55 | <0.001*
“ | Inferior Half 453.67140.77 471.13469.78 | 445.25+79.36 | 403.97+44.68 | <0.001*
Nasal Half 458.15%38.27 465.02+67.74 | 446.35+85.07 | 408.00+47.52 | <0.001*
Temporal Half 484.60144.81 505.35+71.76 | 474.58+78.35 | 438.60+47.09 | <0.001*
TS Quadrant 300.1519.62 303.03£13.05 | 294.89+14.05 | 290.65+10.68 | <0.001*
Tl Quadrant 293.30+10.88 | 298.22+14.59 | 294.78+15.79 | 285.90+13.29 | <0.001*
NS Quadrant 274.314£12.44 | 272.71+14.01 | 266.56+18.82 | 262.47+13.48 | <0.001*
£ | NIQuadrant 259.40+8.85 261.13+10.94 | 255.70+16.01 | 255.04+16.13 | 0.012
E Superior Half 287.2319.01 287.87+12.24 | 280.73+15.29 | 276.56+11.16 | <0.001*
Inferior Half 277.8518.47 279.68+12.06 | 275.24+14.68 | 270.47+13.13 | <0.001*
Nasal Half 266.8519.31 266.92+11.81 | 261.13+16.75 | 258.76+14.06 | <0.001*
Temporal Half 298.22+9.38 300.63+£12.80 | 294.84+14.42 | 288.27+11.30 | <0.001*
o | TS Quadrant 173.28+40.68 203.81+77.25 | 168.16174.45 | 145.42+48.17 | <0.001*
g Tl Quadrant 149.751+46.90 179.46172.31 | 145.66+73.86 | 109.60%£39.44 | <0.001*
5 NS Quadrant 175.66+43.38 193.17+68.84 | 174.84+82.28 | 140.19447.74 | <0.001*
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NI Quadrant 147.86+34.92 169.42+68.43 | 147.11+77.33 | 110.51+35.24 | <0.001*
Superior Half 174.47+39.34 198.49+71.18 | 146.39+77.27 | 142.81+45.52 | <0.001*
Inferior Half 148.80+38.36 174.44+68.99 | 146.39+74.44 | 110.05%+35.90 | <0.001*
Nasal Half 161.76+38.04 181.30+67.82 | 160.98+78.97 | 125.35+#38.98 | <0.001*
Temporal Half 161.52+43.20 191.64473.73 | 156.91+73.27 | 127.51+41.66 | <0.001*

Retinal Nerve Fiber Layer analysis

Significant differences for all quadrants and halves were found between age groups, except for NS
quadrant and nasal half (Table 2. Mean + standard deviation of four quadrants and halves for age groups
in the retinal nerve fiber layer, GCL+ and GCL++, and comparison of thickness between age groups. The
asterisks show significant levels that overcome Bonferroni correction for multiple comparisons,
Abbreviations: TS, temporal superior; Tl, temporal inferior; NS, nasal superior; NI, nasal inferior). A
significant RNFL thickening that overcame Bonferroni correction was observed at group 2 compared with
group 1in TS quadrant (p=0.001), inferior half (p<0.001) and temporal half (p=0.001). Group 3 presents a
significant thickening at inferior half (p=0.002) when compared with group 1, but a significant thinning at
TS quadrant (p=0.001) when compared with group 2. Group 4 presents just a significant thickening at NI
quadrant (p=0.002) compared with group 1, but compared with group 2, it is observed a significant
thinning at TS (p<0.001) and Tl (p<0.001) quadrants and at superior (p<0.001) and temporal (p<0.001)

halves. Same conduct happens when this group is compared with group 3 at Tl quadrant (p<0.001) (Table

2).
Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 P
(20-34 years) (35-49 years) (50-64 years) | (65-79 years)
TS Quadrant 97.10+10.17 103.01+10.05 97.53£11.79 | 96.36+11.70 | 0.001*
Tl Quadrant 93.16+11.55 97.6319.57 97.12+£13.62 | 90.49+12.03 | <0.001*
o | NS Quadrant 88.89+12.20 88.70+10.66 87.131£14.22 | 85.19+12.04 0.222
& | NlQuadrant 77.72110.44 82.00£7.50 80.94+11.39 | 84.49+15.81 | 0.003*
Superior Half 92.99+6.39 95.8718.03 92.33£10.55 90.78+9.94 0.009
Inferior Half 85.44+6.15 89.8116.08 89.0349.17 97.49+£10.30 | 0.007*
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Nasal Half 83.30+9.31 85.35%8.02 84.03%£11.82 84.84%13.16 0.687
Temporal Half 95.1349.60 100.3247.41 97.33+11.89 93.42+10.73 | <0.001*
TS Quadrant 48.87+4.26 47.70+5.29 47.01+4.69 45.10+4.35 <0.001*
Tl Quadrant 53.07+6.21 52.3616.07 51.11+5.51 49.7045.63 0.001*
NS Quadrant 40.42+2.99 39.27+3.22 39.44+4 .31 38.40+3.82 0.011
£ | N Quadrant 41.06%3.84 39.69+3.67 39.134£3.93 37.79%5.42 <0.001*
8 Superior Half 44.65+3.05 43.49+4.3 43.23+3.76 41.75%3.38 <0.001*
Inferior Half 47.061+4.14 46.03+4.14 45.15%3.85 43.75%4.53 <0.001*
Nasal Half 40.47+3.15 38.48+3.17 39.29+3.72 38.09+3.87 <0.001*
Temporal Half 50.97+4.82 50.03+5.44 49.06+4.74 47.40+4.56 <0.001*
TS Quadrant 145.984+9.61 150.72411.23 | 144.55+11.72 | 141.47+13.00 | <0.001*
Tl Quadrant 146.23+9.25 150.01+10.43 | 148.25+13.14 | 140.20+13.29 | <0.001*
NS Quadrant 129.28+13.08 128.00+11.89 | 126.49+15.07 | 123.45+13.76 | 0.046
E NI Quadrant 118.78+10.08 121.70+8.98 120.01+11.65 | 122.10+16.72 | 0.263
8 Superior Half 137.63+8.03 139.36+10.03 | 135.52+11.74 | 132.46+12.03 | 0.001*
Inferior Half 132.514+6.73 135.85+8.45 134.13+10.16 | 131.15+12.68 | 0.015
Nasal Half 124.03+10.07 124.8549.62 123.25+12.53 | 122.78+14.55 | 0.709
Temporal Half 146.10+8.40 150.36+9.29 146.40+11.79 | 140.83%£12.39 | <0.001*

RNFL to Inner Nuclear Layer (GCL+)

GCL+ appears to be significantly thicker in group 2 when comparing with group 4 at TS quadrant

(p=0.001), inferior and temporal halves (p=0.001), but not compared with groups 1 and 3. Group 3

present a significant thinner GCL+ layer at NI quadrant and inferior half (p<0.001) when compared with

group 1, however GCL+ is significantly thicker in this group compared with older population (group 4) at

every quadrants and halves (p<0.001) (Table 2).

From Inner Limiting Membrane to Inner Nuclear Layer (GCL++)

TS quadrant and superior half (p=0.001). Finally, group 4 exhibits a significant thinning of GCL+ layer for

Significant differences between groups in the GCL++ layer were found almost in every quadrant and half,

except for NI quadrant and nasal half, that apparently are not predictive of changes in this layer (Table 2).
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Comparing group 3 vs group 1, significant differences were not found, but compared with group 2
significant thinning appears in TS quadrant (p<0.001). On the other hand, group 4 exhibits a thinner
GCL++ layer compared with group 1 in Tl quadrant (p=0.001) and superior and temporal halves
(p=0.002). Compared with group 2 thinning gets more significant in TS and Tl quadrants (p<0.001), and

superior and temporal halves (p<0.001) (Table 2).

Retina (from RNFL to photoreceptors layer)

There are no significant differences when comparing group 1 with group 2, but when comparing with
group 3 significant thinning is found at TS and NS quadrants (p=0.003 and p=0.001) and superior and
nasal halves (p=0.001 and p=0.006). Furthermore, when comparing with group 4, significant thinning is
found in all quadrants and halves (p<0.001) except for NI quadrant (p=0.041) (table 1).

By contrast comparing group 2 with group 3, there seems to be a significant thinning at TS (p<0.001), NS
(p=0.013) and NI (p=0.009) quadrants and all halves (p<0.001, p=0.024, p=0.008, p=0.003), but when
comparing with group 4 significant thinning occurs in all quadrants (p<0.001, p<0.001, p<0.001 and
p=0.008) and all halves (p<0.001). Finally, when comparing group 3 with group 4 significant thinning is

found at TS (p=0.008) and Tl (p<0.001) quadrants and superior (p=0.016) and temporal (p<0.001) halves.

Choroid analysis

Choroid howed significant differences between age groups for all quadrants and halves (Table 1). At
second age group (35 to 49 years) it seems to exist a choroidal thickening at superior half (p=0.001) when
compared with group 1. By contrast, group 3 presents a thinner choroidal layer compared with previous
groups, but this thinning is just significant when compared with group 2 for TS and Tl quadrants, and for
temporal half (p<0.001). The thinnest choroidal values can be seen for group 4, which is significant when

comparing with group 1, 2 of 3 for every parameter analyzed (p<0.001).
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Except the GCL+ with a linear thinning ratio of -0.050 um/year, the tendency in the other layers differs. A
thickening ratio of 0.476 um/year for the full layers complex, 0.010 um/year for the retina, 0.856
um/year for the choroid, 0.125 pum/years for the RNFL and 0.087 pum/years for the GCL++ is observed
until de third decade of life. Subsequently a thinning ratio of -1.406 pum/year for the full layers complex,
-0.058 pum/year for the retina, -1.364 um/year for the choroid, -0.084 jim/years for the RNFL and -0.131

um/years for the GCL++ is observed from de third decade of life.

Discussion

Previous histopathological studies of the choroid have shown that choroidal thickness decreases with
age; this finding has been confirmed by posterior in-vivo studies. 141721 Choroidal thinning on OCT has
been associated with ophthalmological conditions such as age-related macular degeneration, age-related
choroidal atrophy, axial length, or systemic conditions such as diabetes, Alzheimer’s disease, cognitive

impairment, vascular diseases or obesity. [1+2122

In addition, the loss of vascular perfusion related to age has been described in previous studies
performed with OCT-Angiography %], even this alteration of blood flow could be observed by magnetic
resonance.'?” Furthermore, a significant reduction of retrobulbar circulation related to age has been
found in Doppler studies, this reduction could be also related with the increased prevalence of
cardiovascular risks related with age such as hypertension, diabetes, lipid disorders and sedentary

lifestyle,25:26:27,28]
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Traditionally, the age of 40 years has been established as the age of onset of the classic ophthalmological
alterations, although other pathologies such as macular alterations are more common beyond 50 years,

so these changes in the choroid can be a predictive factor of future clinical alterations.”2%:3°

In our study, we have seen that global retinal tendency is toward thickening in the third decade of life
(group 2) and towards thinning after the fourth decade (group 3). Regarding the choroid, the same
pattern was seen and also for the rest of layers, except at GCL+ layer, where there is a continuous
thinning from group 1 to group 4. These results are consistent with those of Hanumunthadu et al. 2018,
their age-stratified analysis suggested that choroidal thickness was smaller in children and younger adult

population, and it appeared to decrease again in older adults. 2!

In contrast with published studies, our analysis has focused on a division by quadrants and halves in the
peripapillary area. We observed that superior half and quadrants are thicker than their inferior
homologous, however, it seems that there is no difference when comparing nasal and temporal
orientation. As we have seen previously, group 1 seems to have a very similar choroidal thickness to
group 3 in practically all the quadrants and halves, except in the superior half, where apparently the

thickness of the choroid is greater in this group.

Comparing the thinning of the total retina and the one produced specifically in the choroid, we can see
that it is in group 4 where the thinning of this last layer is more pronounced, especially in the inferior half
of the retina. Same thing happens for groups 1 and 2, but not in 3, where thinning is symmetric when
comparing the superior quadrants and halves with the inferior ones and the nasal quadrants and halves

with the temporal ones.
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The potential clinical application of our findings is to know which thickness values in each layer should be
considered pathological. This study may be the base to build a normative database that allows health
personnel to improve the interpretation of retinal measurements, even with a color scale similar to that
one used by most OCT devices (red color means pathological thinning, yellow color indicated slight
thinning, green color means normal, blue indicates slight thickening and purple means abnormal
thickening); this helps to determine which layers are out of normal limits in each range of age. This is an
important limitation of the Triton current software because we can visualize numerous measurements of
all retinal layers, but ophthalmologists do not know if these values are normal for the age of each subject

or patient.

Our findings suggest that there is a progressive and physiological thinning of all retinal layers from the

third decade of life. In any case, it would be useful to extend this study further with a larger population of

ordinary individuals across a range of different ethnicities and from longer geographic areas, to clarify the

physio-pathological mechanisms that affect retinal layers.
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Fig 1 A: Location of 3D+5line cross OCT scans on retina. B: 26*26 grid centered on optic disc, the
center area is not shown because the OCT thickness is always zero. C: cross-sectional OCT image
and segmentation boundaries

Fig 2. Representation of the five layers measured by Triton optical coherence tomography: Retina
(from the inner limiting membrane —ILM- to the retinal pigment epithelium boundaries), Retinal
nerve fiber layer (RNFL) (between the ILM to the GCL boundaries

69



Fig 3. Representation of mean and standard deviation for each layer measured by Triton optical
coherence tomography, for the four age groups: Group 1 (composed by 71 healthy subjects with
age between 20 and 34 years); Group 2 (composed by 65 individuals with 35-49 years), Group 3
(with 230 healthy controls with 50-64 years) and Group 4 (composed by 97 healthy subjects with
65-79 years)
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Fig 4. Finite element contour map of the evolution of the thickness of each layer measured by
Triton optical coherence tomography for the four age groups (20-34 years, 35-49 years, 50-64
years, and 65-80 years)
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Table 2. Operator characteristic curve (AUC) values obtained in the study.

Area Retina Choroid RNFL GCL+ GCL++

Inner superior (IS) 0.818 0.570 - - -
Inner nasal (IN) 0.859 0.520 - - -
Inner inferior (IT) 0.836 0.509 - - -
Inner temporal (IT) 0.812 0.512 - - -

EIDRS Outer superior (OS) 0.755 0.541 - - -
Outer nasal (ON) 0.849 0.501 - - -
Outer inferior (OI) 0.751 0.512 - - -
Outer temporal (OT)  0.712 0.520 - - -
Temporal (T) 0.805 0.515 0.656 0.82 0.772
Quadrants Superior (S) 0.831 0.516 0.832 0.626 0.805
Nasal (N) 0.733 0.507 0.68 0.685 0.724
Inferior (I) 0.823 0.52 0.766  0.668 0.805
TSNIT Temporal (T) 0.805 0.515 0.656 0.82 0.772
Superotemporal (ST)  0.762 0.511 0742  0.624 0.768
r— Superonasal (SN) 0.829 0.502 0.82 0.605 0.829

Nasal (N) 0.753 0.501 0.704  0.685 0.745
Inferonasal (IN) 0.769 0.509 0692  0.679 0.737
Inferotemporal (IT) 0.770 0.523 0.738  0.596 0.764

Total 0.835 0.517 0.809 0.76 0.879

ETDRS: Early treatment diabetic retinopathy study; TSNIT: Temporal-superior-nasal-inferior-temporal; RNFL:
Retina nerve fibre layer; GCL+ and GCL++: Ganglion cell layers.

Table 3. Values of the variables used in the feature vector.

Test to Test to Testto Test to

Controly M3 Compare Compare Compare Compare Aue AUCM AUCr
(n=48) (n=48) Distributions Variances Means Medians =96 (=A) (n=72)
T=7.759,
GCL++_Total 151.65 13091 K-S =3.162 F =0.381 p=443x1077 W = 3260
= g . /. 0.879 0.750 0.934
(um) (1028)  (16.63) p =0.000 p =0.0009 notassuming  p=327x10""!
equal variances
t=5937,
ETDRS_IN Retina 317.52 29128 K-S =3.102, F =0.136, p=693x 1077 W = 3790, b0 Bis s
(um) (1135)  (3071) p=8801x10"7 p=129x10"'" notassuming p=320x10"1 ’ ’ )
equal variances
t=7.272,
ETDRS_ON _Retina 291.72 27062 K-S =3.101 F=0.394 p =0.000 W = 4065
= ’ ? 4 0.849 0.821 0.859
(um) (1128)  (1796) p=8795x107° p=0.001 notassuming  p =1.00x107% 2

equal variances

MS: Multiple sclerosis; n: Number of subjects; K-S: Kolmogorov-Smirnov statistic, p: Significance statistics; F:
Fisher-Snedecor; t: Student’s t test; W: Mann-Whitney Wilcoxon; AUCy: Area under the curve for males; AUCE:
Area under the curve for females; GCL++_Total: Global GCL++ thickness evaluated at the peripapillary area
between the inner limiting membrane and the inner nuclear layer boundaries; ETDRS_IN_Retina: Macular retina
thickness in the nasal quadrant of the inner ring; ETDRS_ON_Retina: Macular retina thickness in the nasal quadrant
of the outer ring; um: Micrometres.
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10. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A continuacidn, se enumeran las principales limitaciones observadas en los estudios que

componen la presente tesis doctoral:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

La falta de colaboracion debido al estado fisico y emocional del paciente, que podria
verse reflejada en resultados de funcidn visual inferiores a los que corresponderian para
dicho paciente, puede aparecer en algunos casos, presumiblemente en los pacientes
con fases mds avanzadas de la EM, pero en nuestra poblacién el grado de deterioro no
era elevado, y creemos que no fue relevante.

Podrian darse pequefias pérdidas o alteraciones de datos en los espesores de las capas
de la retina en la OCT, debido a pequefios artefactos o errores de segmentacion casi
inapreciables al observar la imagen en face y los scans. Como hemos descrito en la
metodologia, excluimos imagenes con artefactos o de baja calidad en el analisis.

El tamafio muestral del estudio de mfERG fue bajo, lo cual implica una limitaciéon a la
hora de emitir conclusiones que se apliquen a la poblacién general. Un mayor tamafio
muestral podria haber detectado mayores significaciones estadisticas y habria dotado
al estudio de mayor validad externa.

En el estudio de seguimiento de EM a 5 afios se utilizé el OCT Cirrus High Definition,
puesto que las imdagenes basales se habian tomado previamente con dicho dispositivo,
pero debemos reconocer que su resolucién es menor a la que se logra con los actuales
Spectralis SD-OCT o SS-OCT y su capacidad analitica también es mas limitada.

A excepcidn del estudio citado anteriormente, en los demas solo se usé SS-OCT. Seria
interesante analizar si las conclusiones de estos trabajos se pueden extrapolar a los
dispositivos SD-OCT.

Los cuatro estudios son monocéntricos, y todos los sujetos eran blancos caucasicos, por
lo que seria deseable disponer de una base de datos de pacientes y sujetos de control
de varios centros y valorar si los resultados varian en funcion de la etnia y/o raza y de
los condicionantes geograficos.

No se han analizado las posibles correlaciones entre las variables OCT analizadas y los
resultados de la RM. Si se corroboraran los hallazgos de neurodegeneraciéon mediante
RM (considerado gold estandar en esta patologia), la técnica OCT se postularia como un
biomarcador mas accesible y rentable.

En el primer estudio, a pesar de que se tuvo en cuenta la longitud axial del ojo como
criterio de inclusidn/exclusion, no se analizé la prevalencia de sujetos miopes dentro de
cada grupo. Sabiendo que los espesores de la CFNR, la CCG y la coroides se ven
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influenciados por la longitud axial, analizar la prevalencia de defectos de refraccion
enriqueceria el estudio.
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VI.

VII.

VIII.

11. CONCLUSIONES

Existe un adelgazamiento progresivo continuo del espesor de la capa de células
ganglionares a lo largo de la vida y del resto de capas de la retina y la coroides a partir
de la tercera década de vida.

Los varones jévenes, tanto con esclerosis multiple como sanos, muestran un espesor
mayor de las capas de la retina que las mujeres de su misma edad.

El espesor de la capa de células ganglionares peripapilar analizado mediante tomografia
de coherencia dptica tipo swept-source es el parametro que muestra una mayor
especificidad para detectar la neurodegeneracién, aunque es el conjunto de capa de
células ganglionares y capa de fibras nerviosas de la retina peripapilar el que mejor
discrimina entes sujetos sanos y pacientes con esclerosis multiple.

Los varones con esclerosis multiple sufren una pérdida mds pronunciada que las mujeres
en el espesor del conjunto capa de células ganglionares - capa de fibras nerviosas de la
retina con la edad, lo que demuestran un mayor dafo neurodegenerativo en varones,
pudiendo deberse a que la esclerosis multiple remitente recidivante es generalmente
mas agresiva en los hombres, quienes acumulan discapacidad mas rapidamente que las
mujeres.

Existe una pérdida del conjunto capa de células ganglionares - capa de fibras nerviosas
de la retina en los sectores nasales externos a nivel macular, y posteriormente en los
sectores internos, lo que refleja una degeneracion anterdgrada, por lo que podemos
deducir que en sus estadios iniciales la esclerosis multiple afecta principalmente al haz
papilomacular.

Las maquinas de vectores de soporte (Support vector machine) son capaces de distinguir
entre sujetos sanos y pacientes con esclerosis multiple con un alto grado de sensibilidad
y especificidad, incluso en ausencia de episodios previos de neuritis dptica.

El electrorretinograma multifocal es capaz de detectar la presencia de esclerosis
multiple incluso en sujetos en estadios tempranos de la enfermedad y sin antecedentes
de neuritis dpticas. El analisis de los electrorretinogramas multifocales en sujetos sanos
y en pacientes con esclerosis multiple demuestra que el parametro mads discriminante
para distinguir entre ellos es la amplitud de la onda N1, mientras que la regién mas
eficiente del campo visual para dicha discriminacion es el anillo R2.

Los pacientes con esclerosis multiple presentan una pérdida axonal progresiva en la
capa de fibras nerviosas peripapilar, detectable mediante tomografia de coherencia
Optica, que es un marcador util para evaluar la progresion de la enfermedad.

El adelgazamiento de la capa de fibras nerviosas se correlaciona con una mayor
discapacidad y una menor calidad de vida (medida con el test MSQOL-54) y la pérdida
de espesor de la capa de células ganglionares a nivel macular se correlaciona con el
incremento de la discapacidad en la esclerosis multiple (medida con la escala ampliada
del estado de discapacidad EDSS) tras 5 afios de seguimiento.

La pérdida anual media de espesor de la capa de fibras nerviosas de la retina en la
esclerosis multiple sugiere que existe una pérdida progresiva continua debido a la
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neurodegeneracidn crdénica propia de la enfermedad, y no sélo por la pérdida axonal
intensa aguda que se produce en episodios recurrentes de esclerosis multiple.
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12. APORTACIONES DEL DOCTORANDO

Los articulos que abarcan la presente tesis aportan un nuevo analisis de los parametros
funcionales y estructurales en la EM gracias al uso de la inteligencia artificial, logrando nuevos
métodos de optimizacidn del diagndstico incluso en fases precoces de la EM.

Si bien ya era conocida la alteracién estructural de la retina en la EM, nuestros estudios han
demostrado que también existe un adelgazamiento fisiolégico de las capas de la retina en
sujetos sanos, y que por tanto el dafio estructural en la EM varia en funcién de la edad, habiendo
observado que éste se produce en las etapas mds precoces de la enfermedad, incluso en
ausencia de neuritis éptica.

Por otro lado, hemos demostrado que la inteligencia artificial, en este caso con SVM es capaz de
distinguir entre pacientes con EM y sujetos sanos con un alto grado de sensibilidad y
especificidad. Las técnicas de aprendizaje automatico ya habian demostrado sus ventajas en el
diagndstico de EM basado en resonancia magnética (RM), sin embargo, hoy en dia, en
comparaciéon con la OCT sigue siendo una prueba invasiva, mas cara y tiene un mayor tiempo de
duracién.

Ademas, hemos demostrado que la CCG en el area nasal de la macula muestra la mayor
capacidad de discriminacion entre sujetos sanos y pacientes con EM. Tradicionalmente han sido
utilizados los protocolos de andlisis peripapilar que, aunque también exhiben dano
principalmente en el sector temporal, requieren de un dafio mas extenso para que la pérdida de
CFNR sea detectable, y sin embargo nuestro analisis macular ha sido capaz de discriminar a los
pacientes en las etapas mds precoces de la enfermedad, incluso con un adelgazamiento inferior
a las 7 micras.

Como curiosidad, aunque ya habia sido observado por apenas un par de autores, hemos
observado que los varones sufren una pérdida mas pronunciada de los espesores de la CCG y de
la CFNR con la edad que las mujeres, y es que a pesar de que la EM afecta preferentemente a
las mujeres, generalmente es mds agresiva en los varones, que acumulan discapacidad mas
rapido.

Otra de las aportaciones de esta tesis ha sido un estudio electrofisiolégico completo y
modernizado. Los PEV utilizados tradicionalmente para el estudio de la onda P100 ya habian
demostrado un retraso en la latencia de ésta. Sin embargo, la utilidad clinica de los PEV se
encuentra limitada por la fuerte influencia del drea macular, pudiendo pasar por alto defectos
locales. Por tanto, parece ser que, aunque los PEV estan estrechamente relacionados con la
discapacidad clinica, no parecen estarlo con los datos estructurales y no presentan una
progresion evidente a lo largo de la evolucion de la enfermedad, a diferencia de los espesores
de la OCT que si se muestran Utiles para monitorizacién la progresion de la EM.

Nuestro estudio ha demostrado la capacidad diagndstica del mfERG en etapas precoces de la
EM, no obstante, una de las caracteristicas de nuestro estudio es que por un lado nos hemos
basado en el analisis tradicional de la sefial y, por otro lado, hemos desarrollado un nuevo
modelo de sefial basado en datos de sujetos sanos, ya que no existe una base de normalidad
aun para esta prueba. Hemos observado que en estadios precoces de la enfermedad y en
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ausencia de episodios previos de neuritis dptica, la mfERG es capaz de detectar alteraciones
subclinicas en las amplitudes de onda que concuerdan con el daio estructural.

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, ya
gue ha demostrado su capacidad diagnostica en etapas precoces de la enfermedad, es capaz de
detectar pérdidas de apenas micras de espesor y de monitorizarlas en el tiempo, su herramienta
de follow-up permite hacer un seguimiento muy preciso en el tiempo en el mismo punto
anatémico de la retina, es una técnica no invasiva que puede repetirse tantas veces como sea
necesario y por supuesto no debemos olvidar que se trata de una técnica coste-eficiente para el
sistema de salud y muy cdmoda para el paciente.
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Luis Emilio Pablo, Marta Ciprés, Elena Garcia-Martin. Physiological changes in retinal layers
thicknesses measured with swept source optical coherence tomography. Plos One 2020. In

press

La doctoranda realizd el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la
adquisicion de las imagenes, realizé la recogida de datos, exportacion y elaboracién de
las bases de datos. Fue la encargada de la redaccidn del articulo, asi como del proceso
de revisidn y correccién de la revista.

Carlo Cavaliere, Elisa Vilades, M2 C Alonso-Rodriguez , Maria Jesus Rodrigo, Luis Emilio

Pablo, Juan Manuel Miguel, Elena Lopez-Guillén, Eva M2 Sanchez Morla, Luciano Boquete, Elena
Garcia-Martin. Computer-Aided Diagnosis of Multiple Sclerosis Using a Support Vector
Machine and Optical Coherence Tomography Features. Sensors (Basel) 2019 Dec 3;19(23):5323

La doctoranda realizd el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la
adquisicion de las imagenes, asi como de determinadas pruebas de la evaluacion
oftalmolédgica, realizé la recogida de datos, exportacién y elaboracion de las bases de
datos. Participd en el proceso de correccidn y de redaccién del articulo encargandose
de la parte oftdlmica.

L. Boquete, E. Vilades, E. Lopez-Guillén, J. M. Miguel-Jiménez, L. E. Pablo, L. De Santiago, M. Ortiz

del Castillo, M. C. Alonso-Rodriguez, E. M. Sdnchez Morla, A. Lépez-Dorado, E. Garcia-Martin.

Diagnostic ability of multifocal electroretinogram in early multiple sclerosis using a new signal
analysis method. PLoS One 2019 Nov 8;14(11): e0224500

La doctoranda realizd el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la realizacion
de la prueba, asi como de determinadas pruebas de la evaluacion oftalmoldgica, realizé
la recogida de datos, exportacion y elaboracion de la base de datos. Participd en el
proceso de correccion y de redaccidn del articulo encargdndose de la parte oftalmica.

Elena Garcia-Martin, Jose R Ara, Jesus Martin, Carmen Almarcegui , Isabel Dolz , Elisa

Vilades, Laura Gil-Arribas, Francisco J Fernandez, Vicente Polo, Jose M Larrosa, Luis E

Pablo, Maria Satue. Retinal and Optic Nerve Degeneration in Patients with Multiple Sclerosis
Followed up for 5 Years. Ophthalmology 2017 May; 124(5):688-696

La doctoranda fue una de las personas encargadas de la realizacién de los test de funcidn
visual y pruebas estructurales, ademds colaboré en la recogida de datos, exportacién y
elaboracion de la base de datos. Participd en el proceso de correccidn y de redaccion
del articulo.
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Apéndice lll. Renuncia de los coautores no doctores a usar el articulo en su
propia tesis doctoral.
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Apéndice IV: Consentimientos

Evaluacion de la funcion visual y de la capa de fibras nerviosas de la retina.

Version 2, fecha de 12 / Febrero /2012.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Se le va a realizar una evaluacion de su funcién visual. 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 en pacientes del

area sanitaria.

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), vision 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 deberd 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.
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Su participacion en este estudio no implica la realizacion 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
Maria Pilar Bambo Rubio, oftalmologas 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.

Evaluacién de la funcion visual y de la capa de fibras nerviosas de la retina.

Version 2, fecha de 12 / Febrero /2012.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: “Evaluacion de la funcion visual y de la capa de fibras nerviosas de la
retina”.

Y 0, e (nombre y apellidos) he leido la
hoja de informacion 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.
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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:

Firma del representante legal:
DNI:

Fecha:

Como investigador del estudio he explicado la naturaleza y el propdsito del mismo al
paciente mencionado.

Firma del investigador

N° Colegiado:

Fecha:
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Apéndice V: Documentacién del Comité Etico de Investigacion Clinica de Aragén
(CEICA)

gt Infi Dict: bl
g GOB'ERNO Pmyecr;oo;:‘:astig:;‘:: I;:‘:ZI@:
P DE ARAGON i C.p. - CL P112/0015

Departamento de Sanldad, 15 de febrero de 2012
8Blenestar Sodal y Famifia d

JCEIC Aragén (CEICA)

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

CERTIFICA

19, Que el CEIC Aragén (CEICA) en su reunion del dia 15/02/2012, Acta N° 03/2012 ha evaluado la propuesta del
investigador referida al estudio:

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

Versién Protocolo: 2011
Versién hoja de informacién al paciente y V2, de 12/02/2012
consentiimiento informado

19, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo 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 protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan
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.

- El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- la capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son aproplados para llevar a cabo el estudio.

29, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

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

Luis Emilio Pablo Jalvez

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

Fdo:
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rovSecretaria
Y, IHVESTIGACISH CLIMICA

Departamento de Salud y Consumo del Gobiemo de Aragon P 1
Avda Gomez Laguna 25 Zaragoza 50009 Zaragoza FEspaiia

Tel, 976 71 48 57 Fax. 976 71 55 54 Correo electrénico mgonzaltezh.ceicaragob.es
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"'E‘ GOBIERNO COMITE £TICO DE INVESTIGACION
DE ARAGON . CLINICA DE ARAGON (CEICA)

Departaimento de Sakud y Sonsumo
’ 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 Invesfigacion Clinica de Aragon,
CERTIFICA

1° En la reunién celebrada el dla 16 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 Aragén, modificado por el Decreto 292/2005— para que la decisién del citado CEIC sea
vélida.

3° EI CEIC de Aragén, tanto en su composicién, como en sus PNT, cumpte con las normas de BPC.
4° La composicion del CEIC de Aragdn 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; Farmacéutica. e

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

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

= Gabriel Hernandez 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 Atencidn Primaria de Zaragoza Sector |Il.

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

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

= Elisa Moreu Carboneli; 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 Comision de Investigacion.

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

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

Zaragoza, a 15 de febrero de 2012~7~~.,

COMITE £ 1129
Y3 TGN Ly Ciliga

e

DN
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Apéndice VI: Cuestionarios proporcionados

Copyright© 1995, University of California, Los Angeles

CALIDAD DE VIDA EN PACIENTES CON ESCLEROSIS
MULTIPLE (MSQOL-54)

INSTRUCCIONES:

Esta encuesta recoge datos sobre su salud y actividades de la vida diaria.

Conteste las preguntas metiendo en un circulo el numero adecuado (1, 2, 3,...).

Si duda sobre alguna pregunta, por favor, escoja la mejor opcién para usted y escriba
algun comentario o aclaracion en el margen si lo considera necesario.

Puede preguntar al asistente que le ha entregado esta encuesta si tiene alguna duda.

1. En general, considera que su salud es (circule un numero):

Excelente............... 1
Muy buena............. 2
Buena............

Regular.... .
Escasa:....coummvm 5

2. Comparado con el afio pasado, ;como considera su salud en este momento?
(circule un numero):
Mucho mejor ahora que hace un afio....................... 1
Algo mejor ahora que hace un afio.............c..ccccoe... 2
Mas o menos similar...........................
Algo peor ahora que hace un afio
Mucho peor ahora que hace un afio......................... 5

3-12. Las siguientes preguntas son en relacion con actividades que usted hace en un
dia tipico. ¢ Su estado de salud limita la realizacion de estas actividades? Si es asi,
¢cuanto? (circule 1, 2 o 3 en cada linea)

Si, me Si, me No me
limita limita un limita

mucho poco nada
3. Actividades vigorosas, como correr, levantar 1 2 3
pesos altos o participar en deportes extenuantes
4. Actividades moderadas, como mover una mesa, 1 2 3

pasar la aspiradora, jugar a los bolos o al golf

5. Llevar las bolsas de la compra

6. Subir varios pisos de escaleras

8. Inclinarse, agacharse o arrodillarse

9. Caminar mas de 1,5 km

1
1
7. Subir un piso de escaleras 1
1
1
1

NINININININ
WWWwwlw

10. Caminar varias manzanas / bloques de
edificios

11. Caminar una manzana / bloque de edificios 1

NN
w(Ww

12. Bafarse y vestirse usted mismo 1
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13-16. En las ultimas 4 semanas, ¢ha tenido usted alguno de los siguientes
problemas con su trabajo o en otras actividades de la vida diaria como resultado
de su estado de salud? (circule 1 o 2 en cada linea).

Si No
13. ¢ Ha reducido el tiempo que pasa trabajando o 1 2
realizando otras actividades?
14. ; Ha logrado menos de lo que le gustaria en su 1 2
trabajo u otras actividades?
15. ¢ Esta limitado de alguna forma en su trabajo u 1 2
otras actividades?
16. ¢ Ha tenido dificultad para realizar su trabajo u 1 2
otras actividades? (por ejemplo, supone un
esfuerzo extra)

17-19. En las ultimas 4 semanas, ¢ha tenido usted alguno de los siguientes
problemas con su trabajo o en otras actividades de la vida diaria como resultado
de su estado emocional? (como sentirse deprimido o ansioso) (circule 1 0 2 en
cada linea).

Si No
17. ¢ Ha reducido el tiempo que pasa trabajando o 1 2
realizando otras actividades?
18. ¢Ha logrado menos de lo que le gustaria en su 1 2
trabajo u otras actividades?
19. ¢ No realizé el trabajo u otras actividades con el 1 2
mismo cuidado o atencién que habitualmente?

20. En las ultimas 4 semanas, ¢ ha notado que su salud fisica o su estado
emocional hayan interferido en sus actividades sociales con su familia, amigos,
vecinos o grupos de gente? (circule un numero)

Paranada.....................ooll. 1
Levemente .........coooveiiiiiiiiii 2
Moderadamente ...............coccoeeee. 3
Bastante .. 4
MUCNO. ..ol 5

Dolor
21. ¢ Cuanto dolor fisico ha sentido durante las ultimas 4 semanas? (circule un
numero)

NINGUNO:sosssmvsmmmmranad
Muyleve.......cooooeiiiiiieen 2
LeVEe. ey 3
Moderado............ooooeviieiieiiiieeee. 4
SEVENO.cicnnmmmmmnnrars D
Muy severo.........cccccceeeeeeeeennne... .8
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22. En las ultimas 4 semanas, ¢ cuanto ha interferido el dolor fisico en su trabajo
normal (incluido el trabajo fuera de casa o el trabajo de labores del hogar)?
(circule un numero)

Paranada.................oooeiiiiiini.
Levemente ..o

23-32. Estas preguntas son sobre cédmo se siente y cémo le han ido las cosas en
las ultimas 4 semanas. Para cada pregunta, marque la respuesta que mas se
acerque al modo en el que usted se ha estado sintiendo.

Circule un numero en cada linea.

¢, Cuanto tiempo durante las ultimas 4 semanas...?

Todo el La Gran Algo Un Nada
tiempo | mayoria | parte de poco de
del del tiempo de tiempo
tiempo | tiempo tiempo
23. ; Se ha sentido lleno de animo? 1 2 3 4 5 6
24. ; Se ha sentido muy nervioso? 1 2 3 4 5 6
25. ; Se ha sentido tan desanimado 1 2 3 4 5 6
gue nada podria subirle el animo?
26. ;Se ha sentido tranquilo y 1 2 3 4 5 6
pacifico?
27. i Se ha sentido usted lleno de 1 2 3 4 5 6
energia?
28. ;Se ha sentido descorazonado? 1 2 3 4 5 6
29. ;Se ha sentido desgastado? 1 2 3 4 5 6
30. ¢ Se ha sentido una persona 1 2 3 4 5 6
feliz?
31. ¢ Se ha sentido cansado? 1 2 3 4 5 6
32. ;Se ha sentido bien descansado 1 2 3 4 5 6
al despertarse por la mafiana?

33. En las ultimas 4 semanas, ¢ cuantas veces ha interferido su salud fisica o su
estado emocional en sus actividades sociales (como visitar a un amigo, familiares,
etc)? (circule un nimero)

Todo el tiempo.........cccccueeeeeen... 1
La mayor parte del tiempo........2
Algo de tiempo...................... 3
Un poco de tiempo................... 4
Nada!. oo 5
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Salud en general

34-37. ; Como de verdaderas o falsas son las siguientes afirmaciones para usted?

Circule un numero en cada linea:

Total- Muy No Muy Total-
mente cierto estoy falso | mente
cierto seguro falso
34. Enfermo con mas facilidad que otras 1 2 3 4 5
personas.
35. Soy tan saludable como cualquier otra 1 2 3 4 5
persona que conozca.
36. Supongo que mi salud va a empeorar. 1 2 3 4 5
37. Mi salud es excelente. 1 2 3 4 5
Angustia o preocupacion por su salud
38-41. j Cuanto tiempo durante las ultimas 4 semanas..?
(Circule un numero de cada linea)
Todo el La Gran Algo Un Nada
tiempo | mayoria | parte de poco de
del del tiempo de tiempo
tiempo | tiempo tiempo
38. ;Se ha sentido desalentado por 1 2 3 4 5 6
sus problemas de salud?
39. ;Se ha sentido fustrado por sus 1 2 3 4 5 6
problemas de salud?
40. ; Ha sentido que su salud es una 1 2 3 4 5 6
preocupacién en su vida?
41. ; Se ha sentido sobrecargado por 1 2 3 4 5 6
sus problemas de salud?
Funcion cognitiva
42-45. ; Cuanto tiempo durante las ultimas 4 semanas...?
(Circule un numero de cada linea)
Todo el La Gran Algo Un Nada
tiempo | mayoria | parte de poco de
del del tiempo de tiempo
tiempo | tiempo tiempo
42. ; Ha sentido dificultades para 1 2 3 4 5 6
concentrarse o para pensar?
43. ; Ha sentido dificultades para 1 2 3 4 5 6
mantener la concentracion en una
actividad muy larga?
44. ; Ha tenido problemas con su 1 2 3 4 5 6
memoria?
45. ; Han notado sus familiares o 1 2 3 4 5 6
amigos que usted tiene problemas
con su memoria o su concentracién?
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Funcién sexual

46-50. Las siguientes cuestiones son sobre su funcién sexual y su satisfaccion con

su vida sexual.

Por favor, conteste con la mayor exactitud posible en relacion a las ultimas 4

semanas solamente.

¢, Cuantos problemas ha tenido en las siguientes situaciones en las ultimas 4

semanas? (circule un numero en cada linea)

sexual

HOMBRES Ningin | Pocos | Algunos | Muchos
proble- | proble- | proble- proble-
ma mas mas mas
46. Falta de interés sexual 1 2 3 4
47. Dificultad en obtener o mantener la erecciéon 1 2 3 4
48. Dificultad en llegar al orgasmo 1 2 3 4
49. Capacidad para satisfacer a su compafiero 1 2 3 4
sexual
MUJERES Ningin | Pocos | Algunos | Muchos
proble- | proble- | proble- proble-
ma mas mas mas
46. Falta de interés sexual 1 2 3 4
47. Escasa lubricacién 1 2 3 4
48. Dificultad en llegar al orgasmo 1 2 3 4
49. Capacidad para satisfacer a su compafiero 1 2 3 4

50. De media, s cémo de satisfecho esta usted con su funcién sexual?

(circule un numero):

Muy satisfecho........cccccccoeevmieiinnnnin. 1
Moderadamente satisfecho............... 2
Ni satisfecho ni insatisfecho.............. 3
Moderadamente insatisfecho............ 4
Muy insatisfecho............................. b

51. En las ultimas 4 semanas, ¢jcon cuanta frecuencia ha interferido su funcion
vesical o intestinal con su vida social normal con familiares, amigos, vecinos o en

grupo? (circule un numero):

No ha interferidonada ...................... 1
Ha interferido poco..........ccccccceeunnn.... 2
Ha interferido moderadamente ........ S
Ha interferido bastante................... 4
Ha interferido mucho......................... 5

52. En las ultimas 4 semanas, jcon cuanta frecuencia el dolor le ha interferido

para disfrutar de la vida? (circule un numero):

No ha interferidonada ...................... 1
Ha interferido poco..........ccccccceeeennn.. 2
Ha interferido moderadamente ........ 3
Ha interferido bastante................... 4
Ha interferido mucho......................... 5
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53. Como media, jcdémo calificaria su calidad de vida? (circule un numero en la
escala de abajo):

©O0O6

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

La peor calidad de
vida posible: tan
malo o peor como

La mejor calidad

de vida posible

estar muerto

54. ; Cual describe mejor como se siente con su vida en general? (circule un

numero):

Muy infeliz ... 1

INfElIZ.. oo 2
Bastante insatisfecho ...cvmmmmneanmsnes 3
Mas o menos igual de satisfecho que insatisfecho....... 4
Bastante satisfeChol .. 5
Contento ... 6
Encantado . conmamnmmnmsmimasmmsaimsammraisemeai ir

GRA&HASFKN%SLICOLAEN?RACNﬁN )
EL RESTO DE HOJAS SERAN RELLENADAS POR EL MEDICO

B o o o o o o ot R
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Scoring Forms for Multiple Sclerosis Quality of Life (MSQOL) -54
Table 1
MSQOL-54 Scoring Form

Table 2
MSQOL-54 Physical Health Composite Score

Table 3
MSQOL-54 Mental Health Composite Score
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MSQOL-54 Scoring Form

Scale/ltem Number

Physical Health

10.
11.
12.

0500:NF0) O 00

Role limitations due to
physical problems

13.

14.

15.

16.

Role limitations due to
emotional problems
17.
18.
19.

Pain
21.
22.
52.

Emotional well-being

Energy

Table 1 (cont.)
Scale/ltem Number

Table 1

Response
1 2 3 4 5 6
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 50 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
0 100
100 80 60 40 20 O
100 75 50 25 O
100 75 50 25 O
0 20 40 60 80 100
0 20 40 60 80 100
100 80 60 40 20 O
0 20 40 60 80 100
100 80 60 40 20 O
100 80 60 40 20 O
100 80 60 40 20 O
0 20 40 60 80 100
0 20 40 60 80 100
100 80 60 40 20 O
Response
1 2 3 4 5 6
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Total:

Total:

Total:

Total:

Total:

Total:

Final Score
Subtotal 0-100 point

scale

+10 =

+ 4=

e 3 =

g 3 =

= 5 =

+5=
Final Score

Subtotal 0-100 point



Health Perceptions

1 100 75 50 25 O
34. 0 25 50 75 100
35. 100 75 50 25 O
36. 0 25 50 75 100
37. 100 75 50 25 O
Total: +5=
Social function
20. 100 75 50 25 O
33. 0 25 50 75 100
5. 100 75 50 25 O
Total: +3=
Cognitive function
42. 0 20 40 60 80 100
43. 0 20 40 60 80 100
44, 0 20 40 60 80 100
45. 0 20 40 60 80 100
Total: +4=
Health distress
38. 0 20 40 60 80 100
39. 0 20 40 60 80 100
40. 0 20 40 60 80 100
41. 0 20 40 60 80 100
Total: +4 =
Sexual function*
46. 100 66.7 333 0
47. 100 66.7 333 0
48. 100 66.7 333 0
49. 100 66.7 333 0
Total: +4 =
Change in health
2. 100 75 50 25 O
Satisfaction with sexual function
50. 100 75 50 25 O
Response
Overall quality of life 1 2 3 4 5 6 7
53. (multiply response by 10)
54. 0 16.7 33.3 50 66.7 83.3 100
Total: +2=

Note: The total number of items in each scale is listed as the divisor for each subtotal. However, due to missing data,
the divisor might actually be less than that if not every item within a given scale has been answered. For example, if
item 38 in the Health Distress scale was left blank and the other 3 items in the scale were answered, then the “Total”
score for Health Distress would be divided by ‘3’ (instead of ‘4”) to obtain the “Final Score.”

* Males and females can be combined in the analysis even though question 47 is different for the two groups. The scale
scores can also be reported separately for males and females.
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Table 2
Formula for calculating MSQOL-54 Physical Health Composite Score

MSQOL-54 Scale Final Scale Score X Weight = Subtotal
Physical function X 17 = (a)
Health perceptions X A7 = (b)
Energy/fatigue X 12 = (c)
Role limitations - physical X 42 = (d)
Pain X i | = (e)
Sexual function X .08 = ()
Social function X 12 = (9)
Health distress X 11 = (h)
PHYSICAL HEALTH COMPOSITE: Sum subtotals (a) through (h) =

Table 3

Formula for calculating MSQOL-54 Mental Health Composite Score

MSQOL-54 Scale Final Scale Score X Weight = Subtotal
Health distress X 14 = (a)
Overall quality of life X .18 = (b)
Emotional well-being X .29 = (c)
Role limitations - emotional X .24 = (d)
Cognitive function X .15 = (e)

MENTAL HEALTH COMPOSITE: Sum subtotals (a) through (e) =

144



145



