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ABREVIATURAS

AV: Agudeza visual.

CCI: Coeficiente de correlacion intraclase.

CFNR: Capa de fibras nerviosas de la retina.

COV: Coeficiente de variacion.

DE: Desviacion estandar.

DO: Disco 6ptico.

EM: Esclerosis multiple.

Hb: Hemoglobina.

OCT: Tomografia de coherencia éptica.

PIO: Presion intraocular.
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1. INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica desmielinizante
y degenerativa que afecta al sistema nervioso central. Los doctores Cruveilhier y

Carswell la describieron por primera vez entre 1835 y 1838, hace mas de 130 afios.

Segun datos publicados en 2009 por la Organizacion Mundial de la Salud en
colaboracion con la Federacion Internacional de Esclerosis Multiple (Atlas of Sclerosis
Multiple Database), esta entidad afecta preferentemente a personas en edad adulta

joven, y su prevalencia es mayor en mujeres que en hombres.

El diagnostico suele realizarse en edades comprendidas entre los 20 a los 40 afios,
y se estima que su incidencia (50-80 casos cada 100.000 habitantes), tiene un reparto

irregular, siendo mas elevada en las zonas septentrionales.

Una de las principales causas de discapacidad en la EM es el déficit visual, que
aparece en el 80% de los pacientes y suele presentarse como pérdida de agudeza
visual (AV) o como alteracion en la motilidad ocular. Aproximadamente en la mitad de

los pacientes, la enfermedad debuta con alteraciones visuales.*

En la actualidad, la patogénesis de la EM no esta totalmente definida; pero la
mayoria de los autores coinciden en que se trata de una patologia en la que confluyen
procesos de inflamacion, desmielinizacion y dafio axonal, con una relacion causal y

temporal desconocida por el momento.**

Existen evidencias de que el dafio axonal aparece desde fases precoces de la
enfermedad, sin relacién con episodios inflamatorios o autoinmunes contra la mielina,
y de que esta degeneracion axonal esté directamente relacionada con la discapacidad
funcional permanente.?® Se ha demostrado que el deterioro axonal de los pacientes
con EM puede ser observado y cuantificado a nivel de la capa de fibras nerviosas de la

retina (CFNR) mediante técnicas de andlisis digital de la imagen.**®



La atrofia cerebral en la resonancia magnética era hasta ahora el marcador mas
utiizado para cuantificar la progresion de la enfermedad. Sin embargo, las
correlaciones entre las mediciones de resonancia magnética y la discapacidad clinica
son limitadas.

La retina es una parte del sistema nervioso central de facil acceso para el examen
clinico. La CFNR se compone fundamentalmente de axones no mielinizados de las
células ganglionares de la retina; por lo que las mediciones de su espesor aportan una
valoracion relativamente directa de las fibras nerviosas y por lo tanto del dafio axonal.
Estos axones de la CFNR confluyen a nivel del disco éptico (DO), por donde salen del
globo ocular para formar la via visual que llevara la informacion hasta los centros
correspondientes del cértex occipital.

Cuando se produce una pérdida de axones (y de sus correspondientes células
ganglionares) a nivel del nervio éptico, se observa en la exploracién del fondo de ojo
un DO mas palido, lo cual se define como atrofia 6ptica (Figura 1). La atrofia 6ptica no
glaucomatosa puede observarse tras episodios isquémicos agudos, procesos
inflamatorios a nivel del nervio Optico, en algunas enfermedades genéticas; y también
asociada a enfermedades desmielinizantes, como es el caso de la EM (con o sin
episodios de neuritis Optica previos). El diagnéstico de la atrofia del nervio éptico
mediante examen de fondo de 0jo, s6lo se puede realizar en fases avanzadas, cuando

el numero de axones que se pierden supera el 50% del total.

Figura 1. Imagen de atrofia Optica.



La estructura del DO consta de una zona externa donde se sitlan los axones de las
células ganglionares (anillo neurorretiniano) y una zona interna (excavacion) donde se
disponen los vasos centrales de la retina y el tejido conectivo, el cual forma un
entramado que recibe el nombre de lamina cribosa. Por detrds de la lamina cribosa,
los axones se mielinizan y viajan hasta el cuerpo geniculado lateral (Figura 2). El
tamafio de la excavacién varia segun el tamafio de la papila, pero la relacion
excavacion/disco suele ser habitualmente de 1-2/5 en sujetos sanos. Asi pues, el color
rojizo de la papila que podemos observar al explorar el fondo de ojo, traduce
esencialmente diversas profundidades de diluciones de hematies reflejandose sobre el
plano reflectante de la mielina, a través de la lamina cribosa (que aporta cierta
coloracién grisacea). Este hecho sirve de punto de partida a la hora de detectar
cambios en el tamafio de la excavacion (como sucede en el glaucoma) o en la
coloracién del DO (como sucede en la atrofia 6ptica, en la que se produce una palidez
del disco).

ANATOMIA DEL NERVIO OPTICO

—— DISCO OPTICO ——
EXCAVACION (E/P)

AXONES AMIELINICOS

REGION PRELAMINAR

vvvvvvvvv

ESCLERA

MEMBRANAS MENINGEAS AXONES MIELINICOS

Figura 2. Estructura del nervio dptico.



Cualquier estudio epidemioldgico debe garantizar la calidad de sus mediciones, no
s6lo porgue condicionaran en gran medida la validez de sus conclusiones, sino por la
importancia de las decisiones clinicas que se apoyen en esa investigacion.® La calidad
de una medida depende tanto de su validez como de su fiabilidad.'® Mientras que la
validez expresa el grado en el que realmente se mide el fendmeno de interés, la
fiabilidad indica hasta qué punto se obtienen los mismos valores al efectuar la
medicién en mas de una ocasion, bajo condiciones similares.

Dado que en el presente proyecto se ha evaluado la capacidad diagnostica de un
nuevo metodo en sujetos con EM, conocer la fiabilidad de la prueba resulta
fundamental. Para ello es necesario el célculo de algunos parametro como son: el
coeficiente de variacién (COV), que nos permite aproximarnos a la variabilidad de los
resultados obtenidos; y el coeficiente de correlacion intraclase (CCl), que cuantifica la

concordancia entre diferentes mediciones llevadas a cabo por un mismo sujeto.**

2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La capacidad para explorar el fondo de ojo se ha desarrollado progresivamente. La
interaccion entre la luz y el tejido intraocular condiciona el fendmeno denominado
reflectancia ocular, el cual juega un papel muy importante en la aplicacion e
interpretacion de las técnicas Opticas de diagnoéstico. Ejemplo de ello son la
oftalmoscopia, retinografia, angiografia y tomografia de coherencia oOptica (OCT);
técnicas cuyo resultado depende de la absorcion y reflectancia de las distintas capas
de tejidos que componen el fondo de ojo. Este fenémeno fue observado por Helmholtz
en 1850, dando lugar al oftalmoscopio, que constituyd uno de los mas grandes
avances de la Medicina y abri6é el camino al estudio de la patologia de la retina (Figura

3).
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Figura 3. Arriba (modelo de oftalmoscopio de Helmholtz) y abajo oftalmoscopios actuales

(directo a la derecha, indirecto a la izquierda).

Posteriormente surgieron distintos dispositivos, denominados reflectobmetros, que
también buscaban determinar el espectro y la distribucion espacial de la luz de fondo.
Los modelos mas interesantes fueron desarrollados por las Universidades de Utrecht,
Boston y Jena durante la década de los afios 80 y 90. Estos primitivos reflectometros
estaban formados béasicamente por un retindgrafo de la casa comercial Zeiss
modificado, con una lampara Xenén como fuente de luz y un primitivo sistema de

captura de imagenes conectado a una impresora.

La idea de medir la saturacion de oxigeno en los vasos de la retina no es algo
nuevo.'®** Sin embargo en estos estudios no se tuvo en cuenta el volumen de sangre
en el cual la saturacién de oxigeno estaba siendo evaluada. Uno de los autores de
estos trabajos, Delori, dos afios después midi6 el espectro de reflectancia del DO en
sujetos con glaucoma y estudio las variables que afectaban a las mediciones del

volumen de sangre existente.*®

En este sentido, el reciente desarrollo del método de analisis semi-automatico de
retinografias Laguna ONhE (“optic nerve hemoglobin”), ha supuesto un importante

cambio. La novedad que aporta este programa informético, que ha sido desarrollado



por un grupo de ingenieros y oftalmélogos de la Universidad de La Laguna en
colaboracion con los servicios de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet de Zaragoza
y del Hospital Clinico de San Carlos de Madrid, es que es capaz de determinar la
cantidad de hemoglobina (Hb) de diferentes sectores del DO teniendo en cuenta
variables como la absorcion y difusién de luz que produce el cristalino, asi como la

intensidad y composicion espectral de la luz usada en la iluminacion de la fotografia.

La distribucion de la Hb en la papila tiene una alta correlacion con su morfologia.
Asi, usando el oftalmoscopio tratamos habitualmente de descifrar “de visu” la relacion
excavacion/disco y el “aspecto global” mediante la interpretacién por nuestro cerebro
del color de las imagenes papilares captadas por las tres familias de conos de
nuestros ojos (rojo, verde y azul); los cuales constituyen nuestra particular camara
fotografica. El problema es que el 0jo es un buen instrumento interpretador, pero un
mal instrumento cuantificador (Figura 4). La fotografia simple tiene los mismos
problemas que el ojo. El programa Laguna ONhE ha permitido pasar de la cualidad a
la cantidad en este sentido. Su finalidad no es, por lo tanto, determinar los cambios en
la perfusién ni en la oxigenacion del DO; sino establecer con alta reproducibilidad y de
un modo sencillo, los cambios que se producen en la coloracion de la papila en
diferentes sectores, mediante el andlisis del porcentaje de Hb. De este modo, se
podrian establecer patrones que permitieran diferenciar sujetos sanos y sujetos
afectos de enfermedades que producen un dafio sobre el nervio 6ptico, como ya se ha
demostrado en el caso del glaucoma crénico simple,*® donde se ha constatado
ademas una buena correlacion con otras pruebas oftalmolégicas estructurales (como

la OCT) y funcionales (como el campo visual).



Figura 4. En las imagenes superiores, podemos diferenciar “de visu” cual es la papila sana y

cudl es la atréfica, pero: ¢ qué sucederia si esta diferencia fuera menos evidente?

La aplicacion de las técnicas de analisis digital de imagen en oftalmologia, como la
OCT, ha supuesto la aparicion y desarrollo de pardmetros que aportan una medicion
cuantitativa, objetiva y reproducible de la CFNR. Estos instrumentos han permitido
observar alteraciones en la CFNR de pacientes con EM, incluso sin el antecedente de
episodios clinicos de neuritis 6ptica, lo que sugiere la existencia de dafio axonal no
asociado a inflamacion. Numerosos autores han sugerido la utilidad del estudio de la
CFNR como marcador bioldgico del dafio axonal en la EM,*"?? y se ha observado que
el estudio del espesor de la CFNR con OCT puede ser un método Util para monitorizar
la progresion de la EM,®’ ya que el dafio axonal esta directamente relacionado con la
discapacidad funcional secundaria a la EM. Por lo tanto, puesto que la pérdida axonal
gue se produce en la EM, da lugar a una atrofia Optica progresiva que inicialmente no
podemos detectar en la exploracion del fondo de ojo (como ya dijimos, sélo somos
capaces de apreciar una palidez papilar evidente cuando se han perdido méas del 50%
de los axones); la utilizacion del programa Laguna ONhE para el andlisis de
retinografias de sujetos afectos de EM comparandolas con sujetos sanos, podria ser
atil en la evaluacién de la afectacion visual y como marcador de dafio axonal,
aportando un dato mas en la valoracion global de estos pacientes, e incluso ayudando

a mejorar el conocimiento de la etiopatogenia de esta compleja enfermedad.
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3. HIPOTESIS

La evaluaciéon mediante el andlisis colorimétrico de fotografias del nervio 6ptico de

pacientes con esclerosis multiple utilizando el programa informatico Laguna ONhE, es

un buen marcador para el diagnostico del dafio axonal que se produce en esta

enfermedad y para evaluar la disfuncion visual de estos pacientes.

4. OBJETIVOS

Estudiar la utilidad diagnéstica del programa informéatico Laguna ONhE para
analisis retinografico, mediante medicion de los niveles de hemoglobina en la
cabeza del nervio optico de pacientes con esclerosis multiple y la comparacion

con SUj etos sanos.

Determinar la situacién estructural y funcional a nivel visual de los pacientes
con esclerosis multiple del area sanitaria 2 de Zaragoza, y de las posibles
repercusiones que haya podido tener la enfermedad en este aspecto.

Analizar la capacidad del programa informatico Laguna ONhE para objetivar
cambios en la coloracion del nervio 6ptico que impliquen una disminucién del
namero de fibras nerviosas o atrofia papilar, de forma mas precoz y precisa
gue en la exploracibn del fondo de ojo que realiza el oftaimélogo
habitualmente.

Evaluar la reproducibilidad de esta técnica de andlisis retinografico en sujetos

sanos y en sujetos con esclerosis multiple.
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5. METODOLOGIA

Se trata de un estudio transversal que se ha llevado a cabo entre Junio de 2012 y
Abril de 2013 en las consultas externas de Oftalmologia del Hospital Universitario

Miguel Servet.

5.1. Sujetos de estudio

Se han incluido en el estudio 40 pacientes con EM que fueron remitidos por el
servicio de Neurologia para la realizacion de la visita de control anual y 40 sujetos
controles, pareados por edad y sexo con los sujetos del estudio, trabajadores de
nuestro centro hospitalario y otras personas que acudieron de forma voluntaria para

ser graduados. Se seleccioné aleatoriamente un ojo de cada paciente para el analisis.

Todos los participantes firmaron un consentimiento informado en el que se
detallaban el objetivo del trabajo y las pruebas que se incluian en el protocolo
exploratorio, asi como la posibilidad de abandonarlo en el momento en que lo

desearan.

Los criterios de inclusién fueron: confirmacion del diagnostico de EM por un
neurdlogo basandose en los criterios de Poser,?® agudeza visual (AV) igual o superior
a 0,5 con la escala de Snellen en cada ojo, y valores de presion intraocular de
aplanamiento inferiores a 21 mm Hg. Se excluyeron del estudio a aquellos pacientes
gue hubiesen padecido un episodio de neuritis éptica en los 6 meses previos a su
inclusion en el estudio, aquellos cuyo defecto de refraccion fuera superior a 5 dioptrias
de equivalente esférico o 3 dioptrias de astigmatismo, o que presentaran alguna

enfermedad sistémica u oftalmoldgica que pudiera repercutir a nivel visual.
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5.2. Protocolo exploratorio

Todos los sujetos fueron sometidos a una exploracién oftalmolégica completa, que
incluyé AV, test de colores (con 20 laminas isocromaticas de Ishihara), motilidad
ocular, reflejos pupilares, examen del polo anterior, tonometria de aplanacion,
valoracion funduscoépica papilar y tres fotografias mediante retindgrafo Canon CF 60
DSi (Canon Incorporation, Tokio, Japan) conectado a una camara Canon EOS 1DS
Mark Ill. Las retinografias se procesaron mediante el programa informatico semi-

automatico Laguna ONhE.

La agudeza visual (AV) se medid6 mediante optotipo de Snellen, de forma

monocular y con el paciente a 6 metros de distancia (Figura 5).
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Figura 5. Optotipo de Snellen clasico.

La exploraciéon de la vision cromatica con el test de Ishihara (Figura 6) permite
valorar la existencia de alteraciones en la percepcion de los colores, que aparecen

durante el periodo de estado de la neuritis Optica, generalmente en el eje rojo-verde
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del espectro y, con menos frecuencia, en el azul-amarillo. En los estadios finales con

atrofia 6ptica sélo es deficiente la discriminacion del rojo-verde.

La mayor parte de los pacientes presentan alteracion de la vision de colores en el 0jo
afectado por un episodio de neuritis éptica y el grado de afectacién puede evidenciarse
con el test de Ishihara, que a menudo es directamente proporcional al grado de
pérdida visual. Algunos pacientes tienen una alteracion de la vision cromatica superior

a la esperada para su afectacion visual.

Figura 6. Ejemplos de laminas pseudoisocromaticas del test de Ishihara.

El test de Ishihara proporciona unas laminas para clasificar con precision el defecto
de vision cromatica y diferenciar colores en sus diversas tonalidades. Estas laminas o
mapas estan dispuestas con una confusion de manchas de distintos colores. Fue
ideado por el doctor Shinobu Ishihara y esta disponible con diferentes nimeros de
laminas para examenes mas o menos exhaustivos. Se recomienda emplear al menos
14 laminas. En nuestro estudio se empledé un test de Ishihara con 20 laminas

pseudoisocrométicas que se realizd de forma individual con cada ojo.

El estudio del fondo do ojo se bas6 en la observacion del aspecto de la papila

(normal, palidez difusa, palidez sectorial, edema) con la ayuda de una lente de 78
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dioptrias. La forma del nervio Optico normal es verticalmente ovalada. El anillo
neuroretiniano de la papila 6ptica es de color rosado y esta formado por axones de las
células ganglionares y rodea una depresion central llamada excavacion éptica que no

tiene axones.

Las fotografias estereoscopicas papilares se llevaron a cabo con un retindgrafo
Canon CF 60 DSi (Canon Incorporation, Tokio, Japan) conectado a una camara Canon
EOS 1DS Mark Il (Figura 7). Se realizaron una serie de 7 u 8 retinografias de cada ojo
por cada sujeto a estudio. De las series de imagenes obtenidas, se seleccionaron las 3

de mejor calidad para poder hacer el estudio de reproducibilidad.

Figura 7. Imagen de retindgrafo Canon usado en el protocolo exploratorio.

El programa informético Laguna ONhE analiza 3 componentes espectrales de las
fotografias del DO: azul, verde y rojo. Las areas del DO con elevado contenido de Hb
reflejan fundamentalmente luz roja. Por el contrario, las areas con bajo contenido de
Hb reflejan una baja proporcién de luz roja en comparacion con la azul y la verde. El
programa Laguna ONhE utiliza algoritmos mateméticos para, de manera
semiautomatica, delimitar el borde del DO vy diferenciar los vasos centrales de la retina
del resto del tejido. El resultado obtenido en los vasos centrales se usa como valor de

referencia para calcular el contenido de Hb en el resto del DO. La influencia de la
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variacion en la opacidad del cristalino en cada sujeto, es compensada analizando las
diferencias entre los componentes verde y azul previamente al célculo de la cantidad
de Hb. La papila es dividida en automaticamente en 8 sectores radiales y 2 anillos
concéntricos, que dan lugar a un total de 24 sectores, de los cuales se proporciona
una tabla formato Excell con los valores en % de Hb en cada uno de ellos, junto con el

% de Hb total (Figura 8).

0-1% 1-5% 5-35% 35-65%  65-95%  95-100%

[Total |53.7
Sector 86,20 61,4
Sector 1 75,4
Sector 2 68,2
Sector 3 63,0
Sector 4 [ 654
Sector 5 67,8
Sector 6 }E,n
Sector 7 41,5 F

Sector 8 56,3
Sector 3 619
Sector 10 31,4
Sector 11 376
Sector 12 4,1
Sector 13 35,7
Sector 14 [EE]
Sector 15 39,1
Sector 16 %5
Sector 17 48,8
Sector 13 47,9
Sector 13 672
Sector 20 68,2
Sector 21 62,2
Sector 22 71,1

Sector 23 65,5
Sector 24 E

Figura 8. Resultados proporcionados por el programa Laguna ONhE al analizar una fotografia
de la papila: la primera imagen (arriba-izquierda) corresponde a la segmentacion
semiautomatica del disco 6ptico, después (arriba-derecha) identifica los vasos centrales de la
retina que sirven como valores de referencia y por Ultimo (abajo) proporciona una imagen y una
tabla con el resultado de la cantidad de Hb con un cédigo de colores y en % en cada uno de los

24 sectores analizados y el resultado de Hb total.

De este modo, se procesaron todas las imagenes seleccionadas, se compararon
los resultados obtenidos entre sujetos sanos y pacientes con EM, y se analizé la

variabilidad del programa Laguna ONhE mediante un estudio de reproducibilidad.
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5.3 Recogida y analisis de datos

Todas las variables mencionadas fueron registradas en una base de datos
elaborada con el programa Microsoft Excell 2010. Se realiz6é un estudio transversal, en
el que se compararon los resultados en los porcentajes de Hb obtenidos en cada uno
de los sectores de la cabeza del nervio Optico entre sujetos sanos y pacientes con EM
para comprobar si existian diferencias entre ambos grupos. Posteriormente, se llevo a
cabo un estudio de la reproducibilidad de la técnica aplicada tanto en sujetos sanos
como en pacientes con EM, ya que se trata de un programa novedoso cuyo uso aun

no se ha generalizado.

Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos se utilizd el programa
estadistico SPSS version 20.0 (SPSS Incorporation, Chicago, Estados Unidos).
Previamente al andlisis de los datos se comprobd el ajuste de las variables a la
normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Los resultados obtenidos en la
exploracién fueron comparados mediante un test  t-Student para muestras
independientes, con el objetivo de detectar diferencias en la cantidad de Hb en el DO
entre ambos grupos. Un nivel de p<0,05 fue considerado significativo para todos los

analisis estadisticos.

Para el andlisis de la reproducibilidad se calcularon los COV y los CCI comparando
los resultados de las 3 fotografias realizadas a cada sujeto en la visita exploratoria con
el fin de comprobar la variabilidad de los resultados y la fiabilidad o precisién de la

prueba.

17



6. RESULTADOS

Se estudiaron un total de 40 pacientes con una edad media de 49,65+12,23 afios; y
40 controles con una edad media de 47,96+10,63 afios (p=0,514). Se seleccioné de
manera aleatoria un ojo de cada sujeto a estudio para el analisis. Los estadisticos

descriptivos de los grupos de estudio aparecen recogidos en la siguiente tabla:

GRUPO GRUPO
EM CONTROL

Edad (DE) 49,65+12,23 afios  47,96+10,63 afios 0,514
SEX0 16:26 14:26 0,800
(hombre:mujer)
AV (DE) 0,87+0,04 0,98+0,02 0,002
PIO (DE) 13,98+4,50 mm Hg 14,34+2,44 mm Hg 0,332

Duracion de la
enfermedad

7,331,911 afnos - -

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los grupos de estudio. Se observa como no existen
diferencias significativas en la edad, sexo y PIO entre los dos grupos. Abreviaturas: agudeza

visual (AV), presion intraocular (P10), esclerosis multiple (EM), desviacion estandar (DE).

6.1. Comparaciéon de los porcentajes de Hb entre sujetos control y sujetos con

EM

Los resultados de esta comparacion se muestran en la Tabla 2 y el Grafico 1. Se
observé un mayor porcentaje de Hb en todos los sectores del DO en los controles
frente a los pacientes con EM, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(p<0,005) en préacticamente todos menos el 1, 2, 4, 7, 19 y 22; incluyendo el
porcentaje de Hb total (p<0,001). Las principales diferencias entre ambos grupos en la
cantidad de Hb se observan en los sectores temporales de la papila (Figura 9): 12, 13,

14, 15, 17 y 18, oscilando entre 7,44% (sector 14) y el sector 15 con 9,17% mas de Hb

18



en controles frente a EM, que corresponde a la maxima diferencia entre ambos

grupos.

TEMPORAL

SUPERICR

INFERIOR

NASAL

Figura 9. La imagen del disco 6ptico, es dividida automaticamente en 24 sectores. En la

Los sectores con mayor cantidad de Hb en ambos grupos fueron

imagen podemos observar la numeracion correspondiente en cada sector.

los

correspondientes al cuadrante superior (del 18 al 24) e inferior (del 5 al 9) de la

cabeza del nervio optico.

58,99 (11,53)
69,76 (17,24)
68,14 (15,40)
61,97 (12,12)
67,23 (16,70)
68,55 (14,32)
62,04 (12,34)
59,32 (17,70)
62,76 (14,19)
62,30 (11,82)
49,40 (19,38)

65,39 (10,63)
71,96 (16,09)
72,10 (14,78)
67,07 (12,24)
69,09 (15,37)
72,89 (13,77)
66,34 (12,22)
63,12 (16,06)
69,70 (11,30)
67,80 (11,48)
56,67 (17,87)

Grupo EM (DE) | Grupo control (DE) “

<0,001
0,383
0,082
0,005
0,445
0,041
0,019
0,140
0,001
0,002
0,011
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- 50,24 (16,95) 57,51 (15,45) 0,004
- 51,89 (13,15) 59,45 (12,73) <0,001
- 47,17 (21,19) 55,28 (17,75) 0,008
- 46,31 (17,32) 53,75 (16,02) 0,004
- 47,33 (13,72) 56,5 (14,26) <0,001
- 53,20 (21,74) 59,77 (18,22) 0,035
- 55,46 (17,34) 63,44 (15,17) 0,002
- 57,27 (13,00) 65,15 (13,36) <0,001
- 63,17 (22,23) 66,57 (16,53) 0,277
- 68,88 (15,30) 75,97 (13,31) 0,001
- 69,04 (12,01) 74,36 (11,81) 0,003
- 70,81 (19,92) 71,76 (16,27) 0,737
- 74,17 (15,25) 78,95 (13,51) 0,031
- 69,11 (12,07) 74,03 (12,14) 0,007

Tabla 2. Porcentajes de hemoglobina (Hb) en cada sector (y su desviacién estandar,
DE, entre paréntesis) en el grupo de esclerosis multiple (EM) y en el grupo control.
Valor de la significacion (p) de prueba T de Student al comparar ambos grupos (los

valores estadisticamente significativos p<0,005 aparecen en negrita). Se observa
como la mayor parte de los sectores son estadisticamente significativos. Abreviaturas:

esclerosis maltiple (EM), hemoglobina (Hb), desviacién estandar (DE).
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Andlisis de Hb en grupo EM y grupo control
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Gréfico 1. Andlisis del porcentaje de hemoglobina (eje vertical) por sectores (eje
horizontal) en el grupo de EM y en el grupo control. Se observa una mayor cantidad de
Hb en todos los sectores en el grupo control respecto a los pacientes con EM.

Abreviaturas: hemoglobina (Hb), esclerosis multiple (EM).

6.2. Reproducibilidad del programa Laguna ONhE para anédlisis del porcentaje de

Hb en controles y pacientes con EM

Los resultados de la reproducibilidad se muestran en la Tabla 3.

Los resultados del programa Laguna ONhE presentaron una buena
reproducibilidad, con unos COV que oscilan entre 5,05% y 12,77% en pacientes con
EMy entre 3,02% y 10,22% en sujetos control. Los COV fueron menores en el grupo
control frente al grupo de EM, lo que demuestra una mejor reproducibilidad en los
controles. Los valores mas bajos de COV fueron obtenidos en el andlisis de Hb total

en ambos grupos (COV de 5,05% en EM y de 3,02% en controles).
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Los CCI fueron en casi todos los casos superiores a 0,850; lo que indica que existe
muy buena concordancia en los resultados obtenidos por un mismo examinador al
repetir la prueba varias veces en ambos grupos. En el grupo de EM los CCI oscilaron
entre 0,795y 0,979; y en el grupo control entre 0,898 y 0,989. De nuevo, la medida del
porcentaje de Hb total obtuvo muy buena correlacion en ambos grupos (0,974 en EM y

0,989 en controles).

GRUPO EM GRUPO CONTROL

Cov (%) ICC COV (%) ICC
Hb total 5,05 0,974 3,02 0,989
Hb 1 9,84 0,896 7,77 0,945
Hb 2 8,96 0,795 6,95 0,898
Hb 3 7,01 0,903 5,03 0,946
Hb 4 10,89 0,894 5,22 0,943
Hb 5 8,12 0,822 6,99 0,931
Hb 6 7,07 0,916 4,03 0,954
Hb7 9,05 0,973 3,36 0,972
Hb 8 6,29 0,972 4,02 0,987
Hb 9 6,29 0,953 4,00 0,966
Hb 10 12,26 0,941 9,92 0,965
Hb11 10,25 0,885 7,76 0,953
Hb 12 7,17 0,947 5,21 0,977
Hb 13 12,77 0,949 10,22 0,969
Hb 14 11,11 0,857 9,86 0,980
Hb 15 8,15 0,937 5,59 0,959
Hb 16 12,16 0,950 9,66 0,976
Hb 17 9,96 0,863 8,56 0,903
Hb 18 7,07 0,935 4,89 0,973
Hb 19 9,41 0,979 7,74 0,988
Hb 20 6,75 0,971 4,96 0,988
Hb 21 5,79 0,950 3,36 0,975
Hb 22 9,43 0,923 7,45 0,966
Hb 23 7,55 0,863 6,69 0,943
Hb 24 5,72 0,920 3,26 0,954

22



Tabla 3. Valores en grupo EM y grupo control de los COV y CCI en cada uno de los sectores

analizados. Se observa una buena repetibilidad de la prueba en ambos grupos (aunque algo

mejor en el grupo control) con valores de COV comprendidos entre 5 y 10% en su mayoria; y
de CCI superiores a 0,850. Abreviaturas: esclerosis multiple (EM), coeficiente de variacion

(COV), coeficiente de correlacion intraclase (CCl), hemoglobina (Hb).

7. DISCUSION

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar si el analisis de retinografias mediante el
programa Laguna ONhE es un buen marcador diagnostico de dafio axonal en
pacientes con EM, mediante el analisis de la cantidad de Hb en diferentes sectores del
DO. El célculo del porcentaje de Hb es una manera indirecta de cuantificar la
coloracién de la papila y por ello de identificar las zonas con pérdida axonal o atrofia

de manera mas precoz y exacta que con la exploracién habitual del fondo de ojo.

Numerosos estudios han demostrado que en los sujetos con EM se observa un
adelgazamiento de la CFNR y una pérdida axonal progresiva no sélo en los ojos con
un episodio previo de neuritis Optica, sino también en pacientes con EM que nunca

han presentado un episodio clinico agudo de neuritis 6ptica.?*?®

Desde el afio 2006, se ha sugerido que la medicion del espesor de CFNR mediante
técnicas de analisis digital de la imagen puede ser Gtil como un marcador indirecto de
atrofia cerebral en la EM.**?” Sin embargo, estas técnicas (como el OCT) no se
encuentran disponibles en todos los centros.

El programa de analisis colorimétrico Laguna ONhE en el momento actual ya se
esta utilizando para el estudio del glaucoma,® sin embargo, con el presente trabajo se
demuestra que su capacidad diagnostica va mas alla; y que puede resultar Gtil como
marcador diagnéstico en el estudio de otras patologias con afectacién del nervio

optico. En el caso de la EM, hemos encontrado en nuestro estudio que existen

23



diferencias estadisticamente significativas en la cantidad de Hb en practicamente
todos los sectores de la papila, y estas diferencias han sido mayores en el cuadrante
temporal, o que coincide con los resultados de otras pruebas de imagen, como la
OCT, donde se ha constatado que en las enfermedades neurodegenerativas como la
EM, se produce una mayor pérdida de fibras nerviosas en el sector temporal de la
papila.®

En cuanto a la reproducibilidad de la prueba (aunque siendo méas exactos
deberiamos hablar de “repetibilidad”, ya que se ha aplicado el mismo método por el
mismo ejecutor en condiciones idénticas y en un breve intervalo de tiempo); el método
Laguna ONhE es una técnica con buena reproducibilidad en pacientes con EM y
sujetos control, aunque algo inferior al OCT.?° La fiabilidad o precision de la prueba es
muy buena, y hemos observado que la concordancia es mayor en los sujetos control
gue en los pacientes con EM, posiblemente porque en el grupo sano, la colaboracién y
capacidad de fijacion para hacer las retinografias sea mayor. La Hb total es el
pardmetro con mayor reproducibilidad, y su capacidad de discriminacién entre ambos
grupos es muy buena.

En conclusion podemos afirmar que el método de andlisis colorimétrico Laguna
ONhE, es un buen marcador diagnostico para la deteccion de dafio axonal en los
pacientes con EM; ya que es capaz de detectar las diferencias en la cantidad de Hb (y
por lo tanto en la coloracion) del nervio 6ptico; que son consecuencia de la progresiva
pérdida de fibras nerviosas que se produce en la EM, asociada o no a episodios
previos de neuritis Optica. Se necesitarian estudios con mayor tamafio muestral para

corroborar estos hallazgos.
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8. CONCLUSIONES

El estudio de la coloracion del disco éptico mediante el analisis de la cantidad
de hemoglobina utilizando el programa Laguna ONhE, es un buen marcador de
dafio axonal en la esclerosis multiple.

El andlisis llevado a cabo por el programa Laguna ONhE permite identificar
areas de atrofia Optica en los pacientes con esclerosis multiple de manera mas
precoz y exacta que la exploraciéon habitual del fondo de ojo.

La pérdida de axones en el disco 6ptico (atrofia) se produce tanto en pacientes
con episodios previos de neuritis éptica como en los que no han presentado
este antecedente, y es superior que en la personas de la misma edad que no

tienen la enfermedad.

El método de andlisis Laguna ONhE presenta una buena reproducibilidad

tanto en pacientes con esclerosis multiple como en sujetos sanos.
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