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ABREVIATURAS
EM Esclerosis Multiple
EDSS Escala expandida del Estado de Discapacidad (Expanded Disability Status Scale)
TC Tomografia computarizada
RM Resonancia magnética
SNC Sistema nervioso central
OCT Tomografia de coherencia dptica
EM-RR Esclerosis multiple remitente recurrente
EM-SP Esclerosis multiple progresiva secundaria
EM-PP Esclerosis multiple primaria progresiva
PE Potenciales Evocados
LCF Liquido Cefalorraquideo
SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
ZAF Zona avascular foveal
MLI Membrana Limitante Interna
CFNR Capa de Fibras Nerviosas de la Retina
CFNRp Capa de Fibras Nerviosas de la Retina peripapilar
CCG Capa de Células Ganglionares
CPI Capa Plexiforme Interna
CNI Capa Nuclear Interna
CPE Capa Plexiforme Externa
MLE Membrana Limitante Externa
EPR Epitelio Pigmentario de la Retina
ACR Arteria Central de la Retina
ERG Electrorretinograma
ERG-mf Electrorretinograma multifocal
EMD Descomposicion empirica en modos (Empirical Mode Descomposition)
IMF Modos intrinsecos de funcidn (Instrinsic Mode Functions)

15



Biomarcadores de esclerosis multiple basados en tomografia de coherencia dptica, angiografia y electrofisiologia

16



Biomarcadores de esclerosis multiple basados en tomografia de coherencia dptica, angiografia y electrofisiologia

RELACION DE PUBLICACIONES QUE COMPONEN LA TESIS Y JUSTIFICACION DE LA
CONTRIBUCION DEL DOCTORANDO EN CADA PUBLICACION.

La presente tesis doctoral ha sido estructurada siguiendo la normativa para tesis por compendio
de publicaciones. Los articulos incluidos en la tesis pertenecen a la misma linea de investigacion
y han sido publicados previamente. A continuacién, se detallan los cuatro articulos que

constituyen el cuerpo de la tesis y la contribucion de la doctoranda:

1. Del Castillo MO, Corddn B, Sanchez Morla EM, Viladés E, Rodrigo MJ, Cavaliere C, Boquete L,
Garcia-Martin E. ldentification of clusters in multifocal electrophysiology recordings to
maximize discriminant capacity (patients vs. control subjects). Doc Ophthalmol.
2020;140(1):43-53. doi: 10.1007/s10633-019-09720-8PMID: 31538293.

La doctoranda realizd el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la realizacién
de la prueba, asi como de determinadas pruebas de la evaluacion oftalmoldgica. Participd
en el proceso de correccién y de redaccién del articulo encargdndose de la parte

optométrica.

2. de Santiago L, Ortiz del Castillo M, Garcia-Martin E, Rodrigo MJ, Sdnchez Morla EM, Cavaliere C,
Cordon B, Miguel JM, Lépez A, Boquete L. Empirical Mode Decomposition-Based Filter Applied
to Multifocal Electroretinograms in Multiple Sclerosis Diagnosis. Sensors. 2020; 20(1):7.
La doctoranda realizd el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la realizacién
de la prueba, asi como de determinadas pruebas de la evaluacion oftalmoldgica. Participd
en el proceso de correccién y de redaccion del articulo, encargandose de la parte

optométrica.

3. Cordon B, Viladés E, Orduna E, Satue M, Perez-Velilla J, Sebastian B, Polo V, Larrosa JM, Pablo
LE, Garcia-Martin E. Angiography with optical coherence tomography as a biomarker in multiple
sclerosis. PLoS One. 2020;15(12): e0243236. doi: 10.1371/journal.pone.0243236. PMID:
33290417.

La doctoranda realizé el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la adquisicién
de las imagenes, realizd la recogida de datos, exportacién y elaboracion de
las bases de datos. Fue la encargada de la redaccién del articulo, asi como del proceso

de revisién y correccién de la revista.
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4. Viladés E, Corddn B, Perez-Velilla J, Orduna E, Satué M, Polo V, Sebastian B, Larrosa JM,
Julvez LP, Garcia-Martin E. Evaluation of multiple sclerosis severity using new oct tool. PLoS
One. 2023. (Accepted 03/07/2023. Pending publication)

La doctoranda realizo el trabajo de campo, siendo la persona encargada de la
adquisicién de las imagenes, realizé la recogida de datos, exportacién y elaboracion de
las bases de datos. Fue la encargada de la redaccién del articulo, asi como del proceso

de revisién y correccién de la revista.
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INTRODUCCION

1.1. ESCLEROSIS MULTIPLE

1.1.1. Historiay definicidn.

Han pasado 155 afios desde que se describié oficialmente la enfermedad de Esclerosis Multiple
(EM). Fue el profesor francés Jean-Martin Charcot, conocido como “padre de la neurologia”
quien, en 1868, interesado en la rara afectacion que presentaba su asistenta: temblores,
problemas del habla y movimientos andmalos de los ojos, consiguid describir en la autopsia tras
su muerte unas placas en el cerebro que podrian tener relacion con estos sintomas. Fue el primer
cientifico en reconocer la EM como enfermedad, otorgando el nombre de ‘sclerose en plaques’
(esclerosis en placas) a las placas observadas. Habia empezado entonces un periodo de

investigacion acerca de la EM que todavia en nuestros dias aun perdura. (Charcot, 1892)

Afos mas tarde, en el siglo XIX, esta enfermedad ya habia traspasado fronteras y era investigada
por médicos no solo europeos sino también americanos. En 1878 en Estados Unidos, Edward
Seguin fue quien introdujo el término de “esclerosis multiple”. (Moreira et al., 2002) Actualmente
es el término mas empleado en la bibliografia médica, ya que incluye dos grandes caracteristicas
definitorias de esta enfermedad: la presencia de multiples lesiones en el sistema nervioso central
(SNC) v, la existencia comun de multiples episodios de disfuncion neuroldégica.

Todavia se conocia muy poco acerca de la enfermedad, la Unica informacion que en ese momento
se sabia con certeza era que afectaba mas a las mujeres que a los hombres. Fue el doctor escocés
James Dawson quien describié la inflamacién de los vasos sanguineos cerebrales y los dafios en
la mielina del cerebro de las personas afectadas. Poco tiempo después, en 1925, Edgar Douglas
demostrd que esas afectaciones de mielina eran las responsables de provocar errores en la
transmisién de la informacion a través de los axones neuronales. (Rolak, 2003) En nuestro pais,

Pio del Rio Hortega, habia descubierto los oligodendrocitos, células encargadas de la sintesis de
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mielina. Los sintomas de la EM dejaban de ser un fenédmeno considerado aleatorio y pasaron a

ser justificadas gracias a estas investigaciones pioneras. (Tremblay et al., 2015)

Pero ¢cual era la causa de este dafio en la mielina que recubre las células nerviosas? Durante la
década de 1930, el doctor Thomas Rivers, demostrd que los sintomas de la EM se podrian
reproducir si se obligaba a que el sistema inmune atacara a la mielina. Este avance hizo que afios
mas tarde probaran farmacos que actuaran en el sistema inmunolégico y permitieran controlar

los sintomas. (Rolak, 2003)

La primera beca destinada a la investigacién de la EM fue concedida al doctor Elvin Kabar, de la
Universidad de Columbia (EE. UU.) en 1947 y gracias a la cual se descubrié que las personas con
EM producian una proteina inusual en el liquido cefalorraquideo: las bandas oligoclonales. Este
descubrimiento hizo que las punciones lumbares fueran la principal herramienta de diagndstico
precoz. (Raphael et al., 2015) Por otro lado, el neurdlogo Jhon Kurtzke desarrollé la famosa escala
para medir el grado de discapacidad y partes de sistema nervioso central afectados: Expanded
Disability Status Scale (EDSS), la cual se sigue utilizando hoy en dia en las consultas de neurologia.
Aparecieron entonces las primeras técnicas de imagen y se comenzd a utilizar la tomografia
computarizada (TC) para el andlisis el cerebro. Poco tiempo después, la TC dejo paso a la
resonancia magnética (RM), permitiendo obtener imagenes con una mayor definicion y usada

como prueba basica hoy en dia para el diagndstico de la EM. (Kurtzke, 1983)

Todavia quedan muchas preguntas por resolver, pero gracias a la esta larga trayectoria
en investigacion sobre la enfermedad, podemos definir hoy en dia la EM como una enfermedad

autoinmune, desmielinizante y neurodegenerativa que afecta al SNC.

El SNC estd formado por millones de células unidas entre si mediante fibras nerviosas que
componen el cerebro, la médula espinal y el nervio éptico. Estas fibras nerviosas estdn
recubiertas por mielina, una sustancia grasa que las aisla y protege permitiendo la conduccién de
los impulsos eléctricos. En la EM, el sistema inmune ataca esta vaina de mielina, la cual se inflama
y se separa de las fibras nerviosas para posteriormente ser destruida. Este proceso de destruccién
de la mielina se llama desmielinizacion. Como consecuencia de la desmielinizacién, la velocidad
de transmisidon de la informacion en impulsos eléctricos se ve alterada en su paso desde el

cerebro hacia cualquier otro lugar del cuerpo y viceversa. Es entonces cuando empieza a surgir
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la variada sintomatologia y los signos neurolédgicos caracteristicos de esta enfermedad.

(Compston y Coles, 2008)

Si bien, algunas de las multiples investigaciones sobre EM se dirigen a causas viricas o patdégenos
relacionados con la enfermedad (Tarlinton et al., 2020), la mayor parte del trabajo de campo se
ha dirigido a la naturaleza inflamatoria autoinmune de la enfermedad, que han dado como
resultado mas de una docena de tratamientos aprobados para la EM. Y es que antes de 1900 el
tratamiento contra la EM consistia basicamente en combatir los sintomas. Fatiga, depresién,
espasmos musculares y dolor se aliviaban con esteroides, fisioterapia y antidepresivos. En 1993
se dio un paso muy importante, aprobdandose el primer tratamiento modificador de la
enfermedad: Interferdn beta. (Paty y Li, 1993) Este tratamiento ha logrado reducir el nUmero de
brotes, asi como su agresividad, por lo que ya no se trata el sintoma a posteriori, sino que logra
evita su aparicion, previniendo los dafios permanentes en el sistema nervioso central. Aunque se
sigue sin encontrar un tratamiento que cure definitivamente la EM, la aparicion de nuevos
farmacos en los ultimos afios ha producido un cambio sustancial en el prondstico de la

enfermedad y calidad de vida de los pacientes.

Nuestro conocimiento acerca de la enfermedad continda creciendo. Solo hace 50 afios la
esperanza de vida de las personas diagnosticadas de EM era de 17 afios, pudiendo considerarse
hoy en dia, gracias a la investigacién, que la esperanza de vida de una persona diagnosticada de
EM es similar a la de una persona no afectada. Un hito que 155 afios atras parecia imposible. Esta
tesis pretende apoyar con los resultados obtenidos la constancia en la investigaciéon de esta
enfermedad y constatar la importancia que tienen los datos a nivel oftalmoldgico para la

busqueda de nuevos biomarcadores inocuos de diagndstico precoz y de seguimiento en la EM.

1.1.2. Epidemiologia.

Segln datos de la Sociedad Espafiola de Neurologia, en Espafia hay unas 55.000 personas
diagnosticadas de EM y se estima que la sufren entre 2,5y 3 millones de pacientes en el mundo.

(Kurtzke, 1995; Leray et al., 2016)
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El estudio de la epidemiologia en EM es dificil debido a su etiologia multifactorial. Sabemos que
la EM es una enfermedad que afecta a personas jévenes y de mediana edad entre la segunda y
cuarta década de vida. Como ocurre en otras enfermedades autoinmunes, existe un predominio
de prevalencia en el género femenino frente al masculino en proporcion 2:1. (Confavreux et al.,
1980; Orton et al., 2006) Sin embargo, en los hombres suele tener peor prondstico. En cuanto a
la distribucion geografica, se encuentra mas incidencia en latitudes septentrionales de América
del Norte y Europa frente a los continentes de Asia, Africa y América del sur, donde la prevalencia
es mucho menor. (Walton et al., 2020) Kurtzke en 1975 planted la existencia de areas geograficas
de distinta prevalencia de EM, de forma que la frecuencia de esta enfermedad aumentaria
conforme nos alejaramos del ecuador. (Kurtzke, 2009) (Fig.1) Sin embargo, la repeticion de
estudios epidemioldgicos en diferentes zonas ha cambiado esta visién de la distribucion mundial
de la EM. Aunque en lineas generales se mantiene la existencia de un gradiente norte-sur se ha
visto que puede haber grandes diferencias de prevalencia en areas geograficamente cercanas,
por lo que esta afirmacién no seria del todo vélida, aunque si que es cierto que esta teoria soporta
que laluz solary la vitamina D desempefia un papel importante en la enfermedad. (Munger et al.,

2006)

Niamero de personas con
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por cada 100.000 personas
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Figura 1. Prevalencia de desarrollo de esclerosis multiple en el mundo. La tasa de incidencia mds alta reside en paises
con una latitud por encima de los 42°.Extraido de (Federacion Internacional de Esclerosis y (MSIF), 2012)

Por otra parte, los estudios epidemioldgicos genéticos, concluyen que, mientras el riesgo de
padecer la enfermedad en la poblacion general es de 0.1-0.2%, en los familiares de primer grado,
esta tasa sube al 3-5%, aumentando a un 30% si ambos padres estan afectados. El riesgo

disminuye a medida que el parentesco disminuye, lo cual parece estar a favor del modelo de
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herencia poligénica. Puesto que la EM es una enfermedad mediada por el sistema inmune en la
que los linfocitos T, macrofagos y anticuerpos reaccionan de manera andmala destruyendo la
mielina del SNC, los genes mas estudiados han sido aquellos que controlan la respuesta inmune
y los relacionados con proteinas de la sustancia blanca (Landete Pascual et al., 1998; Orton et al,,

2006) .

1.1.3. Etiologia

La etiologia de la EM se ha estudiado intensamente durante mas de un siglo, y aunque se
ha descubierto mucho sobre la inmunobiologia, epidemiologia y la genética, la causa
fundamental sigue siendo desconocida. Estd muy claro que tanto los procesos degenerativos
como los inmunoldgicos estan involucrados en la fisiopatologia de la EM. Existe una fuerte
influencia genética de la que aun no se ha identificado la mutacién y un riesgo muy fuertemente
asociado a factores ambientales, en particular a la infeccién del virus Epstein-Barr, déficit de

vitamina D y tabaquismo. (Walton et al., 2020)

1.1.4. Patogenia

La patogenia de la EM implica el inicio y la continuacién de mediadores inflamatorios, lo
gue conduce a la apoptosis de los oligodendrocitos y al dafio de la vaina de mielina del
axon. (Lassmann y van Horssen, 2011) La mielina, es una capa aislante compuesta de sustancias
grasas y proteina que se forma alrededor de los nervios. Es esencial para la conduccion de
impulsos nerviosos de un cuerpo de célula nerviosa a otro. La disminucion de la capacidad de
conduccion causa deficiencias sensitivas, cognitivas y del movimiento, entre otras, dependiendo
de qué nervios estén daflados. Tras este dafio, ocurre lo que se llama remielinizacion, una
regeneracion de esta mielina; sin embargo, los ataques repetidos a la mielina conducen a una
remielinizacion cada vez menos eficaz hasta que se forma una lesién similar a una cicatriz, una

placa, alrededor del axén dafiado. (Garg y Smith, 2015)

Asumiendo que la EM es el resultado de la combinacion de predisposiciéon genética y factores

ambientales desconocidos, provocarian células T autorreactivas, que, tras un periodo de latencia
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de varios afios, serian activadas por un factor sistémico o local. Esto originaria una reaccion

autoinmune con resultados de inflamacion y desmielinizacion.

Las células T se adhieren a las células endoteliales de los vasos sanguineos del SNC atravesando
la barrera hemato-encefdlica. El reconocimiento de estos antigenos desencadena una respuesta
autoinmune con anticuerpos y oligodendrocitos en la sustancia blanca, causando la
desmielinizacion; bien por la activacién del complemento produciendo la rotura celular o bien
indirectamente por inmunidad humoral con la activacién de macréfagos y células de la microglia
produciendo citoquinas y generando reacciones de microoxigenacion.(Cook etal.,, 1995;

Weinshenker,1995)

Las lesiones de la EM evolucionan de manera diferente durante las fases tempranas de la
enfermedad en comparacién con las fases de la enfermedad crénica. Las lesiones activas agudas
gue son caracteristicas de la enfermedad temprana o recidivante estan infiltradas por macrofagos
gue contienen restos de mielina. En la enfermedad progresiva, se desarrollan lesiones crénicas
gue consisten en axones completamente desmielinizados y una pérdida sustancial de
oligodendrocitos, lo que los vuelve vulnerables a los mediadores inflamatorios. Los macréfagos y
la microglia disminuyen con el tiempo, mientras que los astrocitos producen fibras gliales para

rellenar la lesién desmielinizada, que deja una cicatriz glial (placa).

Este modelo basado en lainmunidad celular es el que se acepta actualmente, aunque se cree que

pueden existir otros mecanismos patogénicos.

1.1.5. Caracteristicas clinicas de la enfermedad

La EM no tiene una caracteristica clinica clara que la pueda definir, sino que existe una
gran variabilidad en sintomas y signos que aparecen en estos pacientes. Las lesiones tipicas (Fig.
2) se localizan fundamentalmente, a nivel:

- Periventricular: Perpendiculares al eje mayor de los ventriculos laterales.

- Yuxtacoticales o corticales: En la corteza cerebral.

- Infratentoriales: Incluyen cerebelo y tronco del encéfalo

- Medulares. Normalmente en la zona posterior de la médula espinal.
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Dada la localizacién de las lesiones, estas dan lugar al gran abanico de sintomatologia

con la que cursan los pacientes: parestesias, vision doble, disartria, temblores,

paraparesias...etc. (Compston y Coles, 2008)

. |

Figura 2. Lesiones en forma de dreas de desmielinizacion en esclerosis multiple vistas en resonancia magnética. En

amarillo sefialada la zona de lesidn. De izq. a dcha. primera imagen lesiones yuxtacortical y periventricular. Imagen

central; lesidn infratentorial y lesiones medulares en la dltima imagen. Fuente de imdgenes original del Servicio de
Neurologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.

Si bien, no existe un patrén Unico en las caracteristicas clinicas de la EM, podemos destacar dos
aspectos constantes en el estudio de esta enfermedad: la presentacion subita de los sintomas,
denominados brotes, con mejoria posterior tras unas horas, dias o semanas; y la tendencia a que
los sintomas experimentados en el primer brote sean los que se repitan en los proximos brotes

de la enfermedad.

1.1.6. Sintomas y signos generales de la enfermedad.

Los sintomas de la EM son muy variados, pero, aun asi, podemos distinguir algunos de ellos mas

frecuentes en el inicio de la enfermedad y durante su curso.

Al comienzo de la enfermedad o los primeros sintomas clinicos previos al diagndstico de
la enfermedad, se han reportado una frecuencia mayor de la alteracién de la sensibilidad en el
(30-45%) en forma de sensaciones punzantes, hormigueos (parestesias), hipostesia tctil, térmica
o dolorosa, disminucién de la sensibilidad profunda, posicional y vibratoria y signo de Romberg
positivo. Le siguen las alteraciones motoras (40%) con pérdida de fuerza en uno o mas miembros,

torpeza al caminar o debilidad de manos. También puede aparecer paralisis y reaccién exagerada
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del sistema nervioso involuntario a la estimulacion. Un sintoma bastante comun en los inicios de

la enfermedad es la afectacién de la salud visual. Aparecen en, aproximadamente, un 20% de los

pacientes al inicio de la enfermedad y refieren pérdida parcial de vision y dolor en un ojo (debido

a una neuritis optica retrobulbar), diplopia (debida a oftalmoplejia internuclear) y escotomas

visuales (pérdidas de campo visual). (Ghasemi et al., 2016)

Durante el curso de la enfermedad se afectan la mayor parte de los sistemas funcionales

neurolégicos: piramidal, sensitivo, cerebeloso, tronco encefalico, esfinteriano, visual y mental.

Sus alteraciones mas frecuentes son las motoras (90%), sensitivas (77%) y cerebelosas (75%).

Sintomas frecuentes son:

Fatiga: Es el sintoma mas frecuente e incapacitante en la calidad de vida de los pacientes.
Se incrementa notablemente con el calor y estd relacionada con el dafio axonal difuso.
(Tartaglia et al., 2004)

Dolor: También con alto impacto en la calidad de vida. Neuralgias del trigémino, crisis
ténicas dolorosas, disestesias paroxisticas.

Signo de Lhermitte: Sensacion de calambre eléctrico que desciende por la espalda hasta
los miembros inferiores al flexionar el cuello. Se presenta en un 20- 40% de los pacientes.
Epilepsia: En los pacientes con EM existe un riesgo de padecer epilepsia.

cefaleas y vomitos, edema de papila y signos focales. -

Narcolepsia

Sintomas cerebelosos: A lo largo de la enfermedad es frecuente la aparicion
sintomatologia derivada de la afectacion del cerebelo. Una de las manifestaciones es el
temblor intencional.

Trastornos del tronco encefalico: Consiste en la afectacion de los pares craneales. La
afectacion de los pares oculomotores (lll, IV y VI), se traducen en diplopia, estrabismo vy
nistagmos; mientras que la afectacién del Il par craneal se traduce en neuritis éptica
retrobulbar: tanto el nervio, el quiasmay la cintilla éptica son especialmente vulnerables
alaenfermedad y se debe principalmente a la desmielinizacién de estas zonas. Una triada
de sintomas precede a la neuritis éptica: pérdida de visién, dolor ocular ipsilateral y
discromatopsia (Voss et al., 2011). La pérdida de vision es de minutos u horas, pero
frecuentemente reaparece a los pocos dias o semanas de forma espontdnea, empeora
con el calor y el ejercicio fisico. Los defectos campimetricas se manifiestan como

escotomas en la parte central o paracentral del ojo. Son frecuentes los trastornos
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cuadrantondpticos o hemiondpticos unilaterales, cuando la placa de desmielinizacion se
ubica en la terminacién del nervio dptico o defectos hemiondpticos contralaterales
cuando la placa es a nivel del nervio, del quiasma o de las cintillas dpticas. (Swanton et al.,
2010)

- Alteraciones esfinterianas: El sintoma principal que aparece es la urgencia urinaria,
siendo mas infrecuente, la retencién urinaria.

- Alteraciones sexuales en forma de disminucion de la libido, impotencia y disminucion
sensibilidad genital.

- Trastornos afectivos, en el que la depresidon es el mas comun.

- Trastornos cognitivos.

1.1.7. Pruebas diagnésticas de la enfermedad

El diagnostico de EM resulta complicado debido a la variedad de sus sintomas. Hace algunos afios,
era preciso que se hubieran presentado al menos 2 brotes para instaurar el diagndstico de EM.
Hoy en dia, la “regla” bdsica para efectuar un diagndstico requiere que se reunan las dos

condiciones siguientes:

Que existan pruebas objetivas de al menos dos areas de pérdida de mielina, o lesiones de
desmielinizacidon que aparezcan en dos zonas neuroldgicas distintas y separadas en el
tiempo. Es decir, al menos dos lesiones en distintos momentos en cerebro, médula espinal

o nervio éptico.

Il. Que se descarten diagndsticos de enfermedades distintas a la EM que puedan cursar con

los mismos signos o sintomas.

Estas dos condiciones, descritas como Criterios de McDonald, permitieron en 2005 y en la Ultima
actualizacion de 2017, consensuar la practica médica en el diagndstico de la EM y establecer un
diagndstico mas temprano de la patologia. Si se confirman estas dos lesiones y ademas se han
descartado objetivamente el resto de las enfermedades que pueden causar sintomas
neuroldgicos similares, se confirma el diagndstico de EM. (McDonald et al., 2001; Thompson

et al., 2018a)
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Para ello se necesitan dos tipologias de pruebas: examen fisico y pruebas diagnodsticas:

R/

« Examen fisico

Cuando el sujeto afectado se presenta en la consulta médica con sintomas compatibles con EM,
el procedimiento habitual es elaborar una historia clinica detallada que incluya todos los sintomas
de la persona, no solo los presentes, sino también los pasados. Como hemos visto, algunos
sintomas de esta enfermedad no resultan invalidantes y pueden no darse importancia a priori.
Para ello, el médico realiza un examen ocular, un chequeo de fuerza muscular, medicion de la
coordinacién, examen de sensibilidad y prueba de reflejos para comprobar si existen signos que
puedan explicar los sintomas. Entre los signos mas comunes que puede detectar el médico
durante un examen fisico y que pueden sefialar anomalias neurolégicas, estan:

1. Un movimiento ocular alterado y una reaccién anormal de las pupilas.

2. Cambios sutiles en el habla.

3. Alteracién de los reflejos.

4. Problemas de coordinacion.

5. Alteraciones sensoriales.

6. Muestras de espasticidad o de debilidad en los brazos o piernas.

R/

+* Pruebas diagndsticas

El examen fisico se complementa con pruebas diagndsticas y de laboratorio.
La prueba mas determinante, capaz de detectar placas o cicatrices que podrian estar causadas

por la EM, es la resonancia magnética (RM).

La RM permite obtener, al inyectar de forma intravenosa un medio de contraste Ilamado
gadolinio, imdgenes muy precisas del cerebro y ha supuesto un avance clave en el diagndstico de
esta enfermedad neurodegenerativa. Utiliza campos magnéticos potentes que interactian con
los d&tomos de hidrégeno del agua contenida en los tejidos y fluidos del organismo para obtener
una imagen del cerebro y médula espinal muy detallada y precisa.

Es un procedimiento de exploracién muy sensible y puede lograr imagenes de lesiones o de zonas

dafiadas que pasarian inadvertidas con un escaner (tomografia computarizada, TC).
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Sin embargo, como toda prueba diagndstica, la RM tiene limitaciones. Asi, una RM anormal no
implica, necesariamente, que exista EM. Hay otras afecciones que causan lesiones cerebrales
muy similares a las que produce la EM. Y a la inversa, una RM con resultado normal no descarta
por completo la existencia de EM. Existe un 5% de pacientes con confirmacion de diagndstico de
EM para los que la RM no muestra lesiones en el cerebro. Estas personas pueden incluso tener

lesiones que no puedan ser detectadas mediante RM.

En el 90% de las personas con EM se ha confirmado el diagndstico mediante esta prueba, pero si
después de realizar el examen fisico y la RM siguen existiendo dudas en cuanto al diagndstico, se
pueden llevar a cabo otras pruebas complementarias, como los potenciales evocados vy la

extraccion de liquido cefalorraquideo y de sangre.

Los potenciales evocados (PE) son estudios eléctricos de diagndstico que pueden mostrar si ha
habido una disminucién en el flujo de mensajes en varias partes del cerebro. A menudo delatan

la presencia de cicatrices a lo largo de las vias nerviosas que no pueden detectarse de otro modo.

Aunque en los criterios McDonald de 2011, el examen del liquido cefalorraquideo (LCF) se
excluyera como técnica diagndstica, en la practica diaria, continta jugando un papel relevante en
el diagndstico de esta enfermedad y sigue siendo una herramienta esencial en la investigacion de
su etiologia y patogenia. La puncién lumbar, permite extraer liquido cefalorraquideo que rodea
el cerebro y la médula espinal. Se examina con el fin de detectar los niveles de ciertas proteinas
del sistema inmunoldgico y la presencia de los anticuerpos “bandas oligoclonales”. Estas bandas
indican una respuesta inmune en el sistema nervioso central y se encuentran en el fluido
cerebroespinal del 90% al 95% de las personas con EM. (Alvarez-Cermefio et al., 2008; Masjuan
et al., 2006) Sin embargo, también estan presentes en otras enfermedades y, por consiguiente,
las bandas oligoclonales de por si, no pueden considerarse como una prueba definitiva de la

existencia de EM, siendo sélo un complemento de las pruebas ya mencionadas.

No existe ningin marcador bioquimico especifico asociado a la EM que se pueda detectar en
un analisis de sangre, sin embargo, sirve para descartar de forma positiva otras causas de
sintomas neuroldgicos similares, como la enfermedad de Lyme, las enfermedades coldgeno-

vasculares, ciertos desdrdenes hereditarios poco comunes y el SIDA (sindrome de
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inmunodeficiencia adquirida). Por ello los analisis de sangre se usan, sobre todo, como prueba de

exclusion.

1.1.8. Formas de evolutivas de la enfermedad

En relacién con el curso clinico también se consideran diferentes categorias diagndsticas. La
evolucién de la EM es variable y si individualizamos cada paciente, es casi imposible predecirla en
ausencia de marcadores prondsticos validados. Los cursos clinicos de la enfermedad se definieron
en 1996. En el afio 2013, un comité de expertos en ensayos clinicos, apoyados por la Sociedad

Americana de EMy el Comité europeo para el tratamiento e investigacién en EM, refind y clasificd

los distintos fenotipos (Lublin et al., 2014) (Fig. 3):

- Sindrome clinico aislado (SCA): Se reconoce como la primera presentacion clinica de la

enfermedad, que comparte caracteristicas de desmielinizacion inflamatoria con la EM,
pero aun no cumple con los criterios de diseminacion en el tiempo. (Miller et al., 2005)

- EM Remitente-Recurrente (EM-RR): EI 90% de los pacientes presentan un curso evolutivo

en forma de brotes episédicos, que tienen un diferente grado de afectacion neurolégica
y que son mas o menos reversibles. Esta forma de presentacién se caracterizaria por
episodios de recidivas de la enfermedad seguidas de episodios de recuperacién,
completa o parcial.

- EM Secundaria-Progresiva (EM-SP): Después de 10 afios de evolucidn, el 50 % de los

pacientes que comienzan con una forma RR, pasan a otra forma evolutiva, la Secundaria-
Progresiva (SP), en la cual no hay brotes, sino que el deterioro que aparece es progresivo.
A los 15 afios de evolucion, esta clasificacion alcanza al 75% de los pacientes. Sin
embargo, aun no se han establecido criterios claros clinicos, de imagen o inmunolégicos
gue marquen la transicién de EM-RR a EM-SP. Algunos autores sugieren que este cambio
de forma RR a un curso progresivo o forma SP no se debe a un cambio en el proceso
inmune, sino que este cambio se debe relacionar con los efectos directos de la

desmielinizacién (dafio axonal). (Herndon, 2002; Lorscheider et al., 2016)

- EM Primaria—Progresiva (EM-PP). Otro grupo de pacientes (10%) comienzan de forma

lentamente progresiva acumulando la discapacidad. Representa una forma patoldgica

distinta, con menores lesiones inflamatorias de la sustancia blanca evidentes, pero se
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observa pérdida axonal difusa. La edad de comienzo y la incidencia por sexos, varia en
relacion con la forma RR, en este caso la edad de comienzo es ligeramente superior (40
afios) y la razén por sexos se iguala 1:1. Debido a la edad mas avanzada de comienzo,
existe una mayor posibilidad de patologia concomitante (mielopatia compresiva,
isquemia crénica). (Lassmann et al., 2012) Si bien es un curso clinico separado debido a
la ausencia de exacerbaciones antes de la progresion clinica, no parece tener
caracteristicas fisiopatoldgicas distintas de las formas recurrentes de EM que han

entrado en curso progresivo; EM-SP. (Miller y Leary, 2007)

Resiiitaiite Presencia de exacerbaciones (brotes) claras con

posterior recuperacion total o parcial con déficit
recurrente 2 ;

residual (empeoramiento gradual).
Primaria Enfermedad progresiva desde su inicio, con la

progresiva posibilidad de estacionarse.
Secundaria Inicialmente es una forma remitente - recurrente,
progresiva seguida de progresion con o sin recaidas.

Figura 3. Tipos de esclerosis multiple segun curso evolutivo de la enfermedad Fuente tabla original.

Estos fenotipos de la EM se categorizan como hemos visto en recidivante o progresivo segun el
contexto del historial y estado médico actual, pero estas categorias no dan una informacion del
proceso de la enfermedad en curso. El grupo de expertos MS Phenotype Group cree que la
actividad de la enfermedad detectada por recaidas clinicas o imagenes, asi como la progresion
de la discapacidad, pueden describir con mejor detalle la enfermedad recidivante o progresiva.

(Lublin et al., 2014)

1.2. LA RETINA

La retina se considera como una aparte integral del sistema nervioso central (SNC), y es
que, durante su desarrollo embrioldgico en los vertebrados, la retina se forma como una

evaginacion del diencéfalo llamada vesicula dptica, que sufre a su vez una invaginacion para
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formar la copa dptica, dando lugar en su pared interior a la retina y en la pared exterior al epitelio

pigmentario de la retina. (Abraham Kierszenbaum, 2019)

1.2.1. Anatomiay estructura de la retina

La retina junto con la esclera y la coroides, tiene forma esférica abierta por delante, lo
gue nos permite considerar una cara externa limitando con la coroides y otra cara interna que
contacta con el humor vitreo. Ademas, tiene dos extremos abiertos, el anterior con la apertura
pupilary el posterior con la prolongacion del segundo par craneal o nervio 6ptico en la zona nasal.
El drea central de la retina es la macula, situada entre las arcadas vasculares temporales y nervio
Optico. La depresion central es la fovea, donde existe una zona sin presencia de vasos sanguineos

llamada zona avascular foveal (ZAF). (Fig. 4)

Févea
Excavacion Mécula

\ LUCHE]

Figura 4. Fotografia de fondo de ojo con las diferentes estructuras indicadas. Fuente original.

La retina se divide en epitelio pigmentario y retina sensorial. Ambos estan separados por un
espacio virtual Ilamado espacio subrretiniano. Esta retina sensorial se extiende desde la papila o
cabeza del nervio éptico hasta la ora serrata, limite con la pars plana ciliar. Presenta dos areas:
polo posterior (abarcando el espacio comprendido entre la papila y las arcadas vasculares
temporales superior e inferior) y retina periférica (diferenciada por la presencia de un mayor
numero de células ganglionares en el lado temporal a la papila).

En la retina encontramos tres tipos de células resumidas en la tabla 1:
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eCélulas pigmentarias. Se

e Células fotorreceptoras. Células sensibles a la luz

encargan del metabolismo

de los Fotorreceptores.

(Conos y Bastones) compuestas por un segmento
adyacente al epitelio pigmentario de la retina que
contiene fotopigmento; y un segmento interno que
contienen el nucleo celular y realizan la sinapsis con
células bipolares u horizontales.

e Células bipolares. Conectan a los Fotorreceptores

con las células ganglionares

e Células amacrinas. Son neuronas moduladoras

e Células horizontales. Células moduladoras.

e Células ganglionares. Reciben la informacidn a través

de las células bipolares y lo transmiten al cerebro a

través de sus axones que forman el nervio éptico.

e Astrocitos

e Células de Miiller. Su funcién

es de soporte y sintesis de

glucégeno.

Tabla 1: Tipos de células que componen la retina. Tabla original.

Estas células estan dispuestas de tal forma que podemos segmentar la retina en 3 capas con

cuerpos celulares y 2 capas de interacciones sinapticas (denominadas plexiformes).

Diferenciamos las siguientes diez capas en la retina desde la parte mas externa a la interna (Fig.

5):

Membrana limitante interna (MLI): Esta capa hace de separacién entre la retina y el

humor vitreo.

Capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR): Axones de las células ganglionares que se

extienden hasta formar el nervio dptico.

Capa de células ganglionares (CCG). Constituida por los nucleos de células ganglionares.

Reciben informacion de los Fotorreceptores a través de las células bipolares, horizontales
y amacrinas.

Capa plexiforme interna (CPl): Constituida por prolongaciones celulares que realizan

contacto sindptico entre las células de la capa nuclear interna y las células ganglionares.

Capa nuclear interna (CNI). En esta capa se encuentra la mayor variedad de células

retinianas. En la zona mas externa estan las células bipolares y horizontales y las células

de Miiller, y en la zona interna las células amacrinas e interplexiformes. En el limite de la
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CNI se encuentra el plexo vascular intermedio y en el limite externo, el plexo vascular
profundo.

- Capa plexiforme externa (CPE). Capa donde se realiza sinapsis entre las células

fotorreceptoras y las células bipolares.

- Capa nuclear externa (CNE). Contiene los cuerpos celulares de conos y bastones.

- Membrana limitante externa (MLE). Se compone de uniones entre células

fotorreceptoras y células de Miller (células gliales encargadas de funciones auxiliares).

- Fotorreceptores: La retina humana contiene aproximadamente 100 millones de bastones

y 6 millones de conos. Los bastones tienen una sensibilidad escotdpica y los conos,
fotdpica. La mayor densidad de los bastones estd por encima de la fovea y los conos en
los cuadrantes centrales.

- Epitelio pigmentario de la retina (EPR). Compuesto por una monocapa de 6 millones de

células hexagonales regulares en contacto entre siy unidas fuertemente proporcionando
estabilidad estructural y manteniendo la barrera hematorretinana externa. Tiene
multiples funciones:

= Metabolizar la vitamina A.

=  Fagocitosis de los segmentos externos de fotorreceptores.

= Absorber la luz.

= |ntercambio de calor.

= Formacioén de la [dmina basal de la membrana de Bruch.

= Transporte activo de materiales dentro y fuera del EPR (Nutricidn).

- Membrana de Bruch. Es una ldmina resultante de la fusién de la membrana basal del EPR

y la capa coriocapilar de la coroides. Se extiende desde el borde del disco éptico a la ora
serrata. Consta de tejido conectivo permeable a moléculas pequefias como la

fluoresceina.
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Membrana de Bruch

Epitelio pigmentario ' ?
Conos y bastones

Membrana limitante externa LILTLIL I )
e ® .° ‘Q’,J }é
Capa nuclear externa " 30
X . P ®

Capa plexiforme externa

Capa nuclear interna

Capa plexiforme interna

Capa de células
ganglionares —

Capa de fibras nerviosas
Membrana limitante interna

Figura 5. Dibujo de las capas de la retina. Extraido de (Riordan-Eva P, Cunningham ET, Pérez AD, Espinosa RLL, 2012)

1.2.2. Vascularizacién de la retina

La retina tiene un sistema de irrigacion dual. Estd irrigada por la arteria central de la retina (ACR)
y las arterias ciliares posteriores, ambas ramas de la arteria oftdlmica. La arteria central de la
retina entra al ojo por la excavacion central del disco dptico y se divide en arcadas superior e
inferior y a su vez cada una de ellas se subdividen en arterias temporales y nasales. Las arterias
ciliares entran al polo posterior del ojo rodeando la salida del nervio éptico y se diferencian en
las arterias ciliares largas (que discurren entre coroides y esclera hacia la parte anterior para nutrir

estructuras anteriores) y las arterias ciliares cortas (que capilarizan a nivel de la coroides). (Fig. 6)

Ampolla de vena
vorticosa
a. ciliar anterior

as. ciliares
cortas posteriores

Figura 6. Derecha.: Imagen irrigacion globo ocular. Izquierda.: Imagen de la vascularizacion en la retina por los
distintos plexos vasculares. Imagen extraida de (B. Anand-Apte, 2010)
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La necesidad metabdlica en todo el espesor de la retina se suple a partir de la divisién de las
arterias provenientes de la ACR en mas de cuatro capas de capilares. La mas superficial es la red
capilar peripapilar, ubicada en la CFNR. Seguida estan los dos plexos capilares, el superficial y el
profundo de la retina, los cuales nutren los dos tercios de retina interna; y, por ultimo, una red
coriocapilar que proviene del sistema capilar de las arterias ciliares cortas, y que irriga el tercio
externo de la retina y es independiente a la irrigacién de la retina, no llegdndose a juntar en

ningun momento. (Fig. 7)

El plexo superficial se representa por vasos retinianos largos localizados en las capas mas internas,
la cual se encuentra desde 3 um por debajo de la MLI hasta 15 um por debajo de la CPI con una
medida promedio de 120 um. El plexo profundo se extiende entre las porciones externa y la mas
interna de la capa plexiforme externa (CPE) que mide en promedio cerca de 60 um. La region del
nervio éptico cuenta con un plexo de capilar peripapilar radial que son sutilmente divididos. En
la regién macular, los tres plexos se unen en uno a nivel del borde de la zona avascular foveal. El
superficial es de vasos de calibre mayor, y luego disminuyen en el intermedio y profundo. El
superficial se encuentra entre la CFNR, el intermedio adyacente e interno a la CNI, y el posterior
adyacente externamente a la CNI. Hacia la retina periférica, el plexo superficial se mantiene y hay

una union en un plexo Unico del plexo intermedio y profundo. (Olver, 1990)

1.2.3. Nervio d6ptico

El nervio dptico es el Il par craneal. Es una proyeccién de la sustancia blanca del cerebro, por lo
gue se considera una parte del SNC. Esta compuesto por millones de axones de las células
ganglionares de la retina, células gliales como atrocitos, oligodendrocitos y microglia; vasos
sanguineos de la arteria central de la retina y derivados del sistema ciliar y tejido conectivo que

constituye la lamina cribosa y septos que compartimentan el nervio éptico.

Los axones de las células ganglionares siguen una trayectoria rectilinea en la retina dirigiéndose
hacia el disco éptico formando la CFNR. Estas fibras segin se van acercando al disco adquieren
una ordenacion concreta, de tal forma que las fibras de retina periférica se disponen mas cercana
a la capa de células ganglionares; mientras que, las mas centrales y cercanas al disco se disponen

cerca de la membrana limitante interna. De este modo, al alcanzar el disco dptico, las fibras
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periféricas penetran por los margenes de la papila y las mas cercanas a la cabeza del nervio dptico,
pasan por la zona central.

Estas fibras, cuando se introducen en el canal escleral realizan un cambio de trayectoria de 90
grados, agrupandose y constituyendo estructuras similares a tubos. La caracteristica principal de
esta zona es que las fibras nerviosas son amielinicas. Los astrocitos aqui realizan una importante
funcién de soporte y proteccién. Dan elasticidad evitando el rozamiento entre los axones y
previenen de dafios irreparables de las fibras cuando se produce el hinchamiento del disco en
situacion de neuritis o inflamacién del nervio 6ptico. En la regién laminar, la ldamina cribosa,
constituida por expansiones esclerales de fibras de coldgeno vy tejido elastico, deja orificios a
través de los cuales las fibras nerviosas atraviesan esta zona. En la regién retrolaminar, los axones
ganglionares fasciculados en haces son rodeados por oligodendrocitos cubriendo las fibras
nerviosas con una vaina de mielina. Esta mielinizacién provoca el aumento del didmetro del

nervio éptico en mas del doble. (Anderson, 1973, 1970; Anderson y Hoyt, 1969) (Fig. 7.)

| i ;Fjv(l f F('?tirxa
| r‘l! Pigment epithelium
' 1 Choroid

Sclera
l & ___—— Duramater sheath

Arachnoid sheath
Pia mater sheath

Vascdar plexus
ofthepia sheath

Lamina cribrosa

Central retinal vein

Central retinal artery

Ring ofZinn

Posterior ciliary artery

Short posterior
dliary arteries

Figura 7. Dibujo de la estructura del nervio dptico. Extraida de (Kritzinger, 1987)

Esta caracteristica especial del nervio dptico en cuanto a la particular forma de mielinizacion de
sus fibras y la capacidad de poder analizar esta estructura con las técnicas de imagen que

tenemos hoy en dia ha sido clave para el estudio de la EM en oftalmologia.
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1.3. LA ESCLEROSIS MULTIPLE Y SU RELACION CON LAS ESTRUCTURAS OCULARES.

1.3.1. Alteraciones visuales en esclerosis mdltiple

En una revision llevada a cabo por el Comité Norteamericano de Investigacién en EM, el 60% de
los 9107 pacientes evaluados reportd alteraciones visuales. La clinica visual mas frecuente suele
presentarse como reduccién de la agudeza visual y alteracion del color, asociado a neuritis dptica

o alteraciones de la motilidad ocular. (Donze y Malapel, 2010)

- Neuritis optica

La neuritis éptica o inflamacion del nervio dptico es un sintoma muy frecuente en la EM, siendo
el primer sintoma de EM en el 20% de los pacientes diagnosticados de la enfermedad. (Miller
etal., 2005) La proporcién de pacientes que, tras sufrir un brote de neuritis dptica, es
diagnosticado a lo largo del tiempo de EM es alta. Se ha estimado que el riesgo de padecer EM
es del 26% a los 5 aflos, 34% a los 10 afios y 40% a los 15 afios tras sufrir el episodio de neuritis
Optica. (Nilsson et al., 2005)

Se ha demostrado que un brote de neuritis dptica produce dafio en los axones de la capa de fibras
nerviosas de la retina y se manifiesta clinicamente por la palidez de la papila y por el
adelgazamiento del espesor de esta capa.

Generalmente, la recuperacion es buena. El curso natural de la neuritis dptica conduce a la
recuperacion visual casi completa en la mayoria de los casos, aunque a veces queda una peor
calidad visual con ese ojo y un adelgazamiento en la capa de fibras nerviosas de la retina

peripapilar.

La particularidad que existe en el nervio dptico es que estd formado en gran parte por axones de
las células ganglionares de la retina que hasta que no pasan la ldmina cribosa no se mielinizan,
por lo que el ojo es el Unico lugar del sistema nervioso donde se puede estudiar el dafio
Unicamente axonal producido por los brotes inflamatorios, independientemente del estado de la

mielina. (Ogden, 1983)
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La manera de valorarlo es cuantificar el dafio estructural con la medida del espesor de las capas
de laretina en la zona peripapilar y el dafio funcional mediante la exploracion de la agudeza visual

y visién de colores, técnicas campimetricas y pruebas electrofisioldgicas. (Sergott, 2005)

- Alteraciones en la motilidad ocular

La patologia inflamatoria, desmielinizante y neurodegenerativa en la EM afecta a la funcidn visual
aferente y eferente. Las anomalias eferentes o motoras oculares ocurren a menudo siendo
cronicas y persistentes, incluyendo oftalmoplejia internuclear (OIN), dismetria sacadica, paralisis
del lll, IV o VI par craneal, paralisis de la mirada horizontal, combinacién de una paralisis, paralisis
de la mirada sacadica vertical, alteracién en la convergencia, trastornos del reflejo vestibulo
ocular, nistagmo patolégico, nistagmo deprimido y nistagmo adquirido en posicion primaria de

mirada. (Hainline et al., 2017)

La exploracién de los movimientos oculares es crucial para la deteccién de estas alteraciones. La
diplopia es experimentada por un tercio de los pacientes, el nistagmo por dos tercios, y los
trastornos del movimiento ocular estan presentes en mas de tres cuartas partes de los pacientes
de EM durante su enfermedad, encontrando la dismetria sacddica en hasta el 91% de los

pacientes, incluyendo a aquellos sin sintomatologia visual manifiesta. (McDonald et al., 1992)

1.3.2. Estructura retinianay su relacién con la esclerosis multiple

En relacion con las alteraciones estructurales de la retina en pacientes con EM, se ha
sugerido la capa de fibras nerviosas de la retina peripapilar (CFNRp), compuesta como hemos
visto de axones amielinicos, como un biomarcador que representa la degeneracidon axonal en el
cerebro de pacientes con EM. Esta degeneracion axonal contribuye al desarrollo de atrofia
cerebral y se relaciona con la discapacidad causada por la enfermedad. El espesor de la CFNRp
medido con tecnologia de tomografia de coherencia dptica (OCT) ha permitido observar una
pérdida axonal en la via visual anterior y poder seguir su evolucion en el tiempo en pacientes con
o sin brote de neuritis dOptica. Esta pérdida en pacientes sin antecedente de neuritis reabre el
debate al sugerir la existencia de dafio axonal no asociado a inflamacion, dando mas importancia

a la neurodegeneracion. (Castro et al., 2013; Fisher et al., 2006; Reis et al., 2011) Esta medida se
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ha correlacionado en varios estudios con el grado de atrofia cerebral en pacientes con EM.
(Gordon-Lipkin et al., 2007; Toledo et al., 2008) La correlacién moderada encontrada entre el
espesor de la CFNRp v la funcién cognitiva refuerzan el papel del estudio de la via visual como
fuente de biomarcadores en la EM. Ademads, el estudio del espesor del complejo células
ganglionares, permite monitorizar neurodegeneracion, ya que muestra correlacién con el
volumen de sustancia gris y del ntcleo caudado en pacientes con EM sin antecedentes de neuritis
Optica. (Saidha et al., 2013)

El mecanismo por el que se produce este adelgazamiento, en el caso de no haber padecido una
neuritis optica, no esta claro. Reich y colaboradores relacionaron el dafio en las radiaciones
Opticas observadas en la RM cerebral con el adelgazamiento en la CFNR; de esta manera apoyan
la teoria de la influencia de la degeneracién retrégrada transinaptica de las fibras que se han
desmielinizado en una zona mas distal de la via visual. (Reich et al., 2009) Diferentes estudios
defienden que podria existir un dafio primario de la retina con degeneracion de las capas
nucleares internas y externas que ocurre de forma independiente al dafio de la sustancia blanca

o de la desmielinizacién del nervio dptico. (Angela Vidal-Jordana, Jaume Sastre-Garriga, 2012)

Asu vez, las principales pruebas de neurofisiologia usadas en el estudio de pacientes con
EM son los potenciales evocados visuales (PEV) y el electrorretinograma (ERG). Recientemente
se ha descrito que el componente N95 del ERG en patrén se relaciona con la actividad de las
células ganglionares de la retina. Estas pruebas son muy sensibles, aunque poco especificas, y
necesitan de una buena colaboracién del paciente. Son varios los estudios que han evidenciado
alteraciones en el ERG en patrén (especialmente del componente N95) no solo en pacientes con
antecedente de neuritis Optica, sino también en aquellos sin historia previa de la misma.

(Almarcegui et al., 2010; Barton et al., 2019)
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JUSTIFICACION DEL TEMA

En los criterios McDonald de 2010, no se consideraba la exploracion del nervio éptico
como un criterio en el diagnéstico de EM. (Polman et al., 2011) Posteriormente, en 2016 el grupo
de diagnodstico de imagenes por resonancia magnética en EM (MAGNIMS) recomendaba la
modificacion de los criterios afiadiendo el estudio del nervio éptico (Filippi et al., 2016), pero en
la reunidn de 2017 para la revisién de los criterios de McDonald se considerd que los datos
relativos a los potenciales evocados visuales o a la tomografia de coherencia éptica en pacientes
sin un historial claro o evidencia clinica de neuritis dptica eran insuficientes para respaldar la
incorporacion a los criterios de McDonald en este momento. (Thompson et al., 2018b) Por lo que,
hoy en dia la técnica de analisis de nervio dptico se identifica Unicamente como apoyo para el

diagnostico de EM.

En oftalmologia, se sigue apostando por la importancia de la técnica de tomografia de
coherencia dptica (OCT) ya que proporciona medidas altamente fiables y reproducibles de dafio
axonal y de pérdida neuronal en pacientes con EM.

Usando el sistema visual como modelo clinico propio en la EM, medidas de OCT de la estructura
neuro axonal pueden correlacionarse con los resultados funcionales para ayudar a dilucidar los

mecanismos de lesion del SNCy de su reparacién.

Sin embargo, hoy en dia hay evidencias suficientes para incluir las pruebas de OCT como
biomarcadores de EM, y este trabajo apoya esta teoria y aboga por la extensién de la OCT en el
uso clinico como herramienta diagnéstica en la EM. (Cavaliere et al., 2019; del Palomar et al,,

2019; Thompson et al., 2018a)

La utilidad de los PEV en la EM ha sido demostrada por distintos autores. (Corallo et al,,
2005; Weinstock-Guttman etal., 2003) Almarcegui y colaboradores también compararon

pacientes con EM con sujetos sanos mediante pruebas electrofisioldgicas de la vision vy
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evidenciaron una reduccién de la amplitud del componente P100 de los PEV y un retardo en su

latencia. (Almarcegui et al., 2010)

La ERG-mf es una técnica electrofisioldgica que ha demostrado su potencial para indicar
disfuncion de CCG en enfermedades neurodegenerativas como el glaucoma. (Al-Nosairy et al.,
2021; Viswanathan et al., 2001, 1999). Existen pocos estudios pioneros que han demostrado la
disfuncion axonal en pacientes con EM-RR, (Filgueiras et al., 2019) por lo que proponemos
continuar con la investigacion mediante esta técnica y realizar un estudio objetivo de la
funcionalidad de la retina para descubrir biomarcadores retinianos efectivos de la EM y el patrén

de dafio relacionado con la enfermedad para mejorar el diagndstico y seguimiento de ella.

En ERG-mf no hay base para argumentar que las regiones predefinidas son en todos los
casos las que poseen la mayor capacidad para discriminar entre pacientes y sujetos de control. El
analisis de los registros de mfERG normalmente se hace por agrupamientos de anillos o de
cuadrantes, pero estas formas predeterminadas no son necesariamente las mas iddneas,
teniendo en cuenta que la estructura de la retina no es homogénea. Junto con el Grupo de
Ingenieria Biomédica de la Universidad de Alcald de Henares, se ha trabajado con los datos de
ERG-mf realizados a pacientes EM-RR y sujetos sanos para potenciar el analisis de ERG-mf para el
diagnostico de EM. La agrupacion de celdas de forma estdndar puede no ser Util en algunas
enfermedades o disminuir su capacidad de diagndstico. De forma personalizada, se propone
valorar un patrén de discriminaciéon que permita diferenciar entre control y paciente con una
especificidad mayor que la dada con patrones ya estipulados como lo son la distribucion en

cuadrantes superior, inferior, nasal y temporal; y la distribucion en anillos concéntricos.

También se pretende analizar los valores de onda de ERG-mf con herramientas matematicas que
permitan potenciar los valores que interesan y reducir el ruido para obtener una sefial mas limpia
como es el caso de la descomposicidon en modo empirico (EMD) y por tanto obtener un poder de

valoracion mayor.
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HIPOTESIS

Los diferentes protocolos de analisis estructural de retina y de analisis de la vasculatura retiniana
realizados mediante tomografia de coherencia optica y la técnica de electrorretinografia
multifocal, aportan herramientas que permiten la deteccidn precoz, prondstico y seguimiento de

los pacientes con esclerosis multiple.
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VI.

4.1

4.2

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO PRIMARIO

El objetivo de esta tesis doctoral es valorar los resultados clinicos de pacientes con
esclerosis multiple comparandolos con sujetos sanos para descubrir nuevos
biomarcadores en las pruebas oftalmoldgicas de angiografia mediada por tomografia de
coherencia éptica, tomografia de coherencia dptica y técnicas de electrorretinografia

multifocal.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

Disefiar un método de agrupaciones de los 61 sectores (hexdgonos) de
electrorretinograma multifocal de tal modo que se obtenga la maxima capacidad
discriminante entre controles y pacientes con esclerosis multiple de fenotipo remitente
recurrente.

Analizar con el método disefiado la latencia y amplitud de las ondas recogidas por
electrorretinograma multifocal.

Mejorar la capacidad discriminante en el diagndstico de esclerosis multiple mediante el
analisis de registros de electrorretinograma multifocal utilizando un filtro de
descomposicion de modo empirico.

Mejorar la capacidad discriminante en el diagndstico de esclerosis multiple mediante el
analisis de registros de electrorretinograma multifocal empleando la correlacidon entre
las sefiales y base de datos normativa como parametro de analisis.

Estudiar la capacidad de detectar cambios en el plexo vascular superficial con la técnica
de angiografia mediada por tomografia de coherencia dptica (OCT-A) en pacientes con

esclerosis multiple.
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VILI.

VIII.

XI.
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Valorar los cambios de flujo vascular con angiografia mediada por tomografia de
coherencia dptica (OCT-A) dependiendo de los afios de diagndstico de la enfermedad.
Analizar el impacto sobre el flujo vascular del plexo superficial en pacientes con esclerosis
multiple con antecedentes de neuritis dptica.

Relacionar el flujo vascular retiniano determinado mediante angiografia por tomografia
de coherencia éptica (OCT-A) con la escala de discapacidad y la puntuacién de calidad de
vida en pacientes con esclerosis multiple.

Valorar la precisién del protocolo polo posterior (PPole) de tomografia de coherencia
Optica (OCT) Spectralis para detectar pacientes con esclerosis multiple en capas externas
de la retina.

Estudiar la relacién del espesor de capa de células ganglionares (CCG) y de la capa de
fibras nerviosas de la retina (CFNR) medidas mediante protocolo posterior pole (PPole)
de tomografia de coherencia déptica (OCT) y la escala de discapacidad en pacientes con

esclerosis multiple.
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MATERIAL Y METODOS

5.1 PROCEDIMIENTO

Se presenta una tesis doctoral por compendio de publicaciones. Los cuatro articulos que forman
parte de esta tesis son el resultado de varios estudios transversales y no randomizados, que se
llevaron a cabo en las consultas de la Unidad de Funcién Visual del Servicio de Oftalmologia, con
la participacion del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario Miguel Servet 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 Declaracion de Helsinki, y el protocolo fue aprobado por el
Comité Etico de Investigaciones Clinicas de Aragdn (CEICA). (Anexo I11) Todos los sujetos incluidos
en el estudio firmaron previamente un consentimiento informado (Anexo V) donde se detallan
las caracteristicas de cada prueba que se les va a realizar y la posibilidad de abandonar el estudio

voluntariamente en cualquier momento.

5.2 MUESTRA

A los pacientes diagnosticados de EM en el servicio de neurologia del Hospital Miguel Servet se
les propuso la participacion voluntaria en los estudios realizados a continuacién. Los pacientes y
sujetos sanos reclutados firmaron previamente el consentimiento informado. (Anexo 2)

Se incluyeron pacientes y sujetos sanos mayores de 18 aflos que accedieran a firmar el
consentimiento informado. Los pacientes debian tener un diagndstico de EM-RR definido por el
neurdlogo.

Se excluyeron pacientes que tuvieran antecedentes de enfermedades oculares concomitantes,
antecedentes de patologia retiniana, glaucoma o enfermedades sistémicas que pudieran afectar
a la salud visual y/o calidad de las imagenes realizadas. Los ojos con errores refractivos mayores
de 5 dioptrias esféricas y/o 3 dioptrias cilindricas, asi como estrabismos y ambliopias fueron

descartados.
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ARTICULO 1: Identification of clusters in multifocal electrophysiology recordings to maximize
discriminant capacity (patients vs. control subjects).
Se incluyeron 30 ojos de 15 sujetos con un diagndstico reciente de EM-RR (< 6 meses) sin

antecedentes de neuritis dptica y 12 ojos de 6 sujetos controles.

ARTICULO 2: Empirical Mode Decomposition-Based Filter Applied to Multifocal
Electroretinograms in Multiple Sclerosis Diagnosis.
Se recogieron datos de 15 ojos derechos de pacientes con diagndstico temprano de EM-RR sin

antecedentes de neuritis dptica y 6 ojos derechos de sujetos sanos.

ARTICULO 3: Angiography with optical coherence tomography as a biomarker in multiple sclerosis
La muestra estuvo formada por 149 ojos de sujetos sanos y 91 ojos de pacientes diagnosticados

de EM-RR.

ARTICULO 4: Evaluation of severity and time disease of multiple sclerosis using new oct tool.
Se incluyeron 100 ojos de pacientes diagnosticados de EM-RR sin antecedentes de neuritis dptica

y 66 0jos de sujetos sanos.

5.3 PROTOCOLO EXPLORATORIO

5.3.1  Evaluacién neuroldgica

En todos los estudios, la valoracién neuroldgica fue llevada a cabo por el Servicio de Neurologia
del Hospital Universitario Miguel Servet. En ella se recopilaron los siguientes datos de interés para

este estudio:

o Tiempo de evolucion de la enfermedad desde su confirmacion diagnostica.
o Fenotipo de EM (remitente-recurrente, primaria progresiva, o secundaria progresiva).

o Severidad y grado de afectacidon neuroldgica obtenido mediante la escala EDSS.

Para calificar las manifestaciones clinicas de EM se empled la escala ampliada del estado de

discapacidad (EDSS) o escala de Kurtzke, nombre del neurdlogo que la desarrolld, que es la escala

de afectacién clinica mas ampliamente aceptada.
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La escala EDSS proporciona una calificacion clinica ordinal, que puntia desde O (un examen
neuroldgico completamente normal) a 10 (muerte por EM) y aunque se basa principalmente en
la capacidad de caminar de una persona, proporciona 8 mediciones de subescala (puntajes del
sistema funcional) que incluyen los principales dominios funcionales afectados por EM,
incluyendo los sistemas piramidal, cerebeloso, tronco encefélico, sensorial, intestinal-vesical,
visual, mental y otros. La acumulacién de discapacidad se cuantifica en la practica clinica con el

EDSS. (Fig. 8) (Anexo 3).

Ambulacién

10,0 = Muerte por EM

silla de ruedas
ocama

9,0-9.5 = Dependencia completa :IConﬁnadoa

8,0-8,5=Cama-silla. Aseo personal con ayuda.
7,0-7,5 = Confinado a silla de ruedas

3,0-3,5 = Incapacidad leve moderada

Camina con ayuda
~(<5m)

— Camina con ayuda
(50 m 0 mas)

— Camina sin ayuda
(100 m 0 mas)

— Camina sin ayuda
(300 a 500 m o mas)

2,0-2,5 = Incapacidad minima
Totalmente

1,0-1,5 = Sin incapacidad ambulatorio

0 = Exploracion normal

Figura 8. Escala de discapacidad de Esclerosis multiple de 0 a 10 .Extraido de (Kurtzke, 1983)

5.3.2  Evaluacién oftalmolédgica

La exploracion oftalmoldégica se llevd a cabo por un oftalmdlogo del Hospital Universitario Miguel
Servet, donde se confirmaba mediante las siguientes pruebas que cumplieran los criterios de
inclusion/exclusion oftalmoldgicos propuestos para los estudios:
o Medicion de la tensién intraocular con tonometria Goldman.
o Medida de longitud axial ocular.
o Exploracién oftalmoldgica con lampara de hendidura para evaluacion de segmento
anterior y opacidades de medios.
o Evaluacion de fondo de ojo con oftalmoscopia directa y tomografia de coherencia dptica,
para descartar hallazgos en segmento posterior del globo ocular.

o Revision de historia y antecedentes oculares para descartar patologia ocular.
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o Revision de historia médica sistémica que tuviera relacion con el sistema ocular.

53.2.1 Medida de la mejor agudeza visual corregida con optotipo ETDRS

Se realizd una graduacion optométrica subjetiva para la posterior medida de la agudeza
visual de forma monocular mediante el optotipo Early Treatment Diabetic Retinopaty Study
(ETDRS). El optotipo utilizado empled la version retroiluminada, que se caracteriza por tener el
mismo numero de letras por linea, con una diferencia de 0,1 unidades logaritmicas entre lineas;
y siendo el valor de cada letra 0,02 unidades logaritmicas. La prueba se realizd a 4 metros de
distancia, con la mejor correccién y en condiciones ambientales fotdpicas y retroiluminacion del

optotipo de 85 cd/m?. (Fig. 9)

Figura 9. Optotipo caja retroiluminada ETDRS. Foto realizada en el Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel
Servet, Zaragoza.

5.3.2.2 Medida de la sensibilidad al contraste con lamina Pelli Robson.

La medida de sensibilidad al contraste fue tomada con la ldmina Pelli Robson, en la que la
frecuencia espacial es constante en todas las letras (1ciclo/grado) y el contraste va decreciendo
en grupos de tres letras. Se coloco al paciente a 1 metro de la prueba, en condiciones fotdpicas
de iluminacién y de forma monocular con su mejor correccién, y se anotd el umbral de contraste

del Ultimo trio de letras en la que habia sido capaz de leer al menos dos letras.
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Figura 10. Test sensibilidad al contraste Pelli Robson. Foto realizada en el
Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.

5.3.2.3  Evaluacién de la calidad de vida en Esclerosis Mliltiple a través del multiple sclerosis

quality-of-life score (MSQOL-54)

En el tercer articulo, se realizd en consulta el cuestionario de calidad de vida a los
pacientes con EM-RR. El cuestionario Multiple Sclerosis Quality of Life- 54 (MSQOL-54) se basa en
una encuesta genérica de salud (RAND 36-Item Health 1.0) con 18 items adicionales especificos
de la EM. (Hays et al., 1993) Consta de un total de 54 items: 52 repartidos en 12 dimensiones
(salud fisica, limitaciones por problemas fisicos, limitaciones por problemas emocionales, dolor,
bienestar emocional, energia, percepcién de salud, funcidon social, funcién cognitiva,
preocupacion para la salud, calidad de vida en su conjunto, funciéon sexual) mas 2 items
individuales que miden el cambio en el estado de salud (comparacién de la salud actual con la de
hace un afio) y la satisfaccion con la funcién sexual. Las dimensiones se puntian de 0 a 100, donde
un valor mas alto indica una mejor Calidad de Vida Relacionada con la Salud. Ademas, se obtienen
dos subtotales de salud mental y fisica. Se ha demostrado que el MSQolL-54 ofrece una buena

consistencia interna, confiabilidad y validez tedrica. (Vickrey et al., 1995)

5324 Exploracién de la retina estructural mediante tomografia de coherencia dptica.

Para el cuarto estudio, las mediciones estructurales de la retina se obtuvieron utilizando
el tomografo de coherencia dptica dominio espectral Spectralis OCT (Heidelberg Engineering,

Alemania). La capacidad de los nuevos dispositivos de imagen para forma rapida y no invasiva
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retina y nervio Optico, convierte al tejido retiniano en una ventana que permite inspeccionar una
parte del SNCy del sistema vascular.

La tomografia de coherencia dptica (OCT) es una rapida técnica de imagen, no invasiva
gue permite cuantificar medidas objetivas in vivo de las estructuras oculares. (Huang et al., 1991)
Gracias a esta técnica, conocemos la composicion histolégica de la retina diferenciando los
distintos tejidos que la componen mediante las caracteristicas dpticas propias de cada una de las

capas, entre ellas el coeficiente de reflexion.

Su tecnologia se basa en la técnica inventada por Albert Abraham Michelson: la interferometria
de baja coherencia, propiciada por fuentes de luz de banda ancha generada por diodos super
luminiscentes o laseres con pulsos extremadamente cortos (femto- o picosegundo). (Zysk et al,,
2007)
La luz emitida se divide en dos haces o rayos:
- Unoendireccién al tejido a analizar que sera reflejado a su vez parcialmente. Sera el rayo
de medida.
- Otro a un espejo de referencia, de distancia conocida y que funciona como el rayo de
referencia. (Fig. 10)
La luz reflejada por el tejido se compara con la luz reflejada por el espejo de referencia. La
interferencia solo ocurre cuando la diferencia de camino éptico de la luz reflejada por ambos
brazos es menor que la longitud de coherencia de la fuente de luz. Las areas que reflejan mucha
luz crean una mayor interferencia que las areas que no reflejan a penas. (Huang et al., 1991;

Raffel et al., 2008)

Fuente
de luz

FA—

-

Espejo /
Superficie 4
Interfase 3
Desplazamiento
respecto al espejo

Muestra

Intensidad

Figura 10. Esquema de interferometria de baja coherencia. La luz del sistema se divide en dos haces: uno hacia la
muestra y el otro hacia un espejo. La imagen se obtiene al integrar las caracteristicas de la luz reflejada de ambos en
el receptor. Extraido de (Herrero-Garibi et al., 2010)
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La retina del ojo humano, como hemos visto anteriormente, estd formada por capas
semitransparentes de células, cada una de las cuales produce una reflexién de mayor o menor
amplitud y a una determinada distancia, dejando pasar el resto de luz penetrando en las sucesivas
capasy a su vez, reflejando cada una de las partes de la luz que le ha llegado.

Por tanto, nos permite conocer a qué profundidades se producen las reflexiones de estas capas.

La reflectividad de este patron de profundidad axial (A-scan) reproduce la localizacién o
profundidad del elemento de interés. Si se combinan lateralmente distintos A-scan contiguos se
puede producir una tomografia de corte transversal bidimensional (B-scan). (Fig. 11) La capacidad
de discriminacién (resolucion axial y transversal) y velocidad de captura no ha hecho sino
aumentar desde los primeros aparatos de dominio temporal (TD-OCT) con cada nueva generacion

de la OCT dominio espectral.
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Figura 11. Imagen transversal de tomografia de coherencia dptica (B-scan) a partir de cortes A-scan. Extraido de
(Kraus et al., 2012)

El tomografo de coherencia optica dominio espectral Spectralis OCT (Heidelberg
Engineering, Alemania) cuenta con varios protocolos de medida con diferentes analisis. En el

estudio, se realizd el protocolo premium de Polo Posterior “Posterior pole” para todos los sujetos.

Este protocolo incorpora el Sistema de Posicionamiento Anatémico (APS) que describe una linea
horizontal entre la fovea y la entrada de la apertura de la Membrana de Bruch vy, en base a esa
linea de referencia, se realizan 61 exploraciones de OCT transversales paralelas (30 por encimay
30 por debajo de la linea de referencia) dentro de un area de 252*%302. El sistema APS junto al
sistema True Track para el seguimiento ocular, garantizan una posicion precisa de la macula para

cada individuo en funcién de la inclinacion de la cabeza y la ciclotorsion del ojo, y una optimizacion
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de los artefactos por movimiento. Esto hace que el drea de medida tenga como referencia su
centrado vy localizaciéon en la misma zona en cada paciente, lo que lo hace mucho mas preciso
para su comparacion entre sujetos. El software de este protocolo permite una segmentacion

detallada de cada una de las capas de la retina.

Todas las medidas fueron realizadas por un Unico observador. Las imagenes con una baja calidad

o imagenes con artefactos de movimiento fueron excluidas del analisis.

El espesor de la retina se muestra como un mapa de grosor codificado por colores para una rejilla
centrada en la depresidn foveal. La cuadricula con un area de 252*302 se coloca simétricamente
respecto al eje de la fovea al disco para cada ojo. El drea se divide en pequefios cuadrados de
3°x3° areas, que corresponden a un poco menos de un milimetro cuadrado (860micras x
860micras) de la retina, donde nos indica el espesor medio de cada capa de la retina en cada uno
de esos pequefios cuadrados. La escala de colores ha sido modificada para revelar diferencias de
espesor de la retina de 10 a 15 um, lo que permite una mejor deteccion de pequefias pérdidas

de espesor del tejido en los mapas de color. (Fig. 12)
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Figura 12. Andlisis Posterior Pole de tomografia de coherencia optica Spectralis. Rejilla de 64 celdas con valores de
espesor de retina total, capa de fibras nerviosas de la retina y capa células ganglionares encima de mapa de color.
Imagen recogida en visor Spectralis OCT Heidelberg de las consultas de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet,
Zaragoza.

Una vez segmentadas las capas, se exportaron todos los datos de las celdas de la rejilla de las dos

capas a analizar en el estudio; CFNR y CCG.

58



Biomarcadores de esclerosis multiple basados en tomografia de coherencia dptica, angiografia y electrofisiologia

53.25 Exploracién de densidad vascular retiniana mediante angiografia por tomografia

de coherencia dptica.

La angiografia por tomografia de coherencia éptica (OCT-A) es una técnica relativamente
nueva, desarrollada en el afio 2006 y basada en la tecnologia de OCT. (Makita et al., 2016) Tiene
la capacidad de crear imagenes gracias a la deteccién del movimiento de las células sanguineas
en los vasos sanguineos. Esto se logra por medio de la sobreposicién de numerosos imagenes B-
scan obtenidos secuencialmente en la misma localizacion generando la imagen volumétrica de la
OCT-A. Estos repetidos B-scan se comparan numéricamente y se calcula una sefial de
decorrelacion que muestra cuantas estructuras han cambiado entre ellas. Trata de identificar qué
cambios se deben al flujo y movimiento de los eritrocitos y cuales se deben a otros cambios como
el pulso, movimientos etc. Esto nos permite visualizar en alta resolucion las tres dimensiones de
la vasculatura retiniana, incluyendo pequefios vasos. Con la OCT-A podemos evaluar 4 capas

vasculares: (Fig. 13)

1. Red vascular superficial (capa de células ganglionares y de fibras nerviosas).
2. Redvascular profunda (capilares en medio de las capas plexiforme interna y externa).

3. Retina externa (fotorreceptores, no tiene vasos, pero sirve de referencia).

&

Coriocapilar.

Es una técnica minimamente invasiva, muy rdpida, que se puede realizar siempre que la

transparencia de los medios oculares lo permita.

En el tercer estudio, utilizamos el dispositivo Sweep Source OCT Angio™ de Topcon que combina
la angiografia OCT con un OCT de fuente de luz de barrido. Su tecnologia Sweep Source con su
longitud de onda de 1050 nm proporciona una mejor penetracion en los tejidos permitiendo
visualizar las capas mds profundas con una buena calidad. OCTARA™ es su algoritmo de
procesamiento de imagenes patentado que proporciona una deteccidon angiografica altamente
sensible permitiendo representar las estructuras vasculares incluso en la coroides y en las capas
mas profundas de la retina. (Fig. 13)

Utilizamos un area de medida de 6x6mm centrado en macula y disco dptico. Se obtuvieron los

datos en una rejilla circular con valores de porcentaje de densidad vascular.
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Figura 13. Andlisis de las cuatro capas vasculares de la tomografia de coherencia dptica swept-source Angio de
Topcon. Empezando por arriba y de izquierda a derecha: plexo superficial, plexo profundo, capa avascular y
coriocapilar. Abajo corte transversal indicado en color rojo el flujo vascular. Imagen recogida en visor Triton OCT de
Topcon de las consultas de Oftalmologia del Hospital Miguel Servet, Zaragoza.

5.3.26 Exploracién de la respuesta retiniana mediante electrorretinografia multifocal con

RETIport/scan21 (Roland Consult, Germany).

Esta tesis contiene dos articulos en los que se utilizaron los datos obtenidos mediante la
técnica de electrorretinograma multifocal (ERG-mf). El electrorretinograma (ERG) es un potencial
de masa, que refleja la actividad eléctrica sumada de la retina. La retina y el espectro
electromagnético de la luz son dos cuestiones intimamente relacionadas. La retina es un drgano
eléctricamente activo, todo el tiempo esta recibiendo energia luminica de distintos grados del
espectro de luz y genera una respuesta eléctrica a estos cambios de esta luz. El ERG nos da una
informacién muy completa del funcionamiento eléctrico de los distintos grupos celulares de la
retina analizando los potenciales que hay en los distintos campos de la retina. Por tanto, el ERG

es una herramienta clave para la evaluacion objetiva de la funcidn retiniana.

La técnica de ERG requiere de un fondo de iluminacion, electrodos ubicados en cdrnea, parpados
y/o cantos laterales; y un amplificador de la sefial, ya que estas sefiales eléctricas son poco
perceptibles. El ERG es un estudio de respuesta masiva de la retina. Si nosotros analizamos la
concentracién celular que hay de conos, bastones y células ganglionares es importante recordar
gue los conos estan ubicados a nivel de la févea, las células ganglionares alrededor de la févea, vy
los bastones tienen su mayor densidad celular a medida que nos alejamos de la fovea. Esto es
importante porque a la hora de analizar las dreas de la retina tenemos que entender que, si

estudiamos la zona cercana a la fovea, estaremos estudiando los conos y células ganglionares,
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mientras que, si estudiamos la zona alejada de la fovea, la respuesta analizada sera debida en
gran parte a los bastones. A su vez, dentro de los conos, los conos M y L (es decir conos que
captan longitudes de onda mediana y larga) son los que se encuentran en la foveola, y los conos
S (encargados de detectar longitud de onda corta) son los que se encuentran en la parte mas

periférica de la fovea. (Fig. 14.)

C Ganglion cells

Entire retina

g mm Cells x 1000 / mm?

D

Fovea

Figura 14. Topografia de fotorreceptores y células ganglionares en retina humana. Las barras de colores muestran
células (x1000) por mm? en escalas lineales para A, D, E y F y en escalas no lineales para mostrar los contornos de
retina periférica en By C. Las imdgenes A, By C corresponden a un drea mayor de la retina, mientras que las
imdgenes inferiores D, E y F corresponden a un drea ampliada de la fovea. Imagen extraida de (Curcio y Allen, 1990)

Fisiologicamente existe una “corriente oscura” cuando el ojo no estd estimulado por la luz, el
fotorreceptor (bastén). A medida que el estimulo visual aumenta en intensidad, la corriente
oscura disminuye. La luz intensa generard una saturacion de los bastones y en este punto, los
bastones dejan de tener una onda perceptible para el programa de ERG. Es ahi, donde tenemos
la funcién de los conos. Las ondas que registran este cambio tienen una amplitud y un intervalo
de tiempo directamente proporcional con la intensidad del estimulo luminico. Cuando hablamos
de ondas especificas tenemos la onda A especificamente de los fotorreceptores, la onda B
especifica de las células bipolares y existen otras ondas, como potenciales oscilatorios (células

amacrinas y ganglionares).

61



Biomarcadores de esclerosis multiple basados en tomografia de coherencia dptica, angiografia y electrofisiologia

Electroretinograna - filtrade - ondas 3 y b

P1

N1

N2

0.46 0.48 0.5 0.52 0.54 0.56
Tiempo (s)

Figura 15. Izquierda.: Ondas Electrorretinograma. Onda a y onda b. Derecha.: Ondas de electrorretinograma
multifocal. Onda Ny P. Extraido de (Pérez Garcia et al., 2016)

El electrorretinograma multifocal (ERG-mf) constituye una de las mas novedosas técnicas de
electrodiagndstico a nivel ocular, permitiendo mediante el sistema de los conos, obtener un
mapa objetivo de la funcién visual que se correlacione mejor con lesiones localizadas. (Odom JV,
Leys M, 2007) Fue introducido por Sutter y Tran en 1992 (Andréasson, 2006; Sutter y Tran, 1992)
y consiste en la estimulacion focal simultanea de diferentes puntos en patron en un drea de entre
30 y 509 centrales de la retina para determinar la topografia del campo visual de la funcion

retiniana. La respuesta eléctrica de cada area es totalmente independiente.

El estimulo se presenta en una pantalla de luminancia constante dividida en 61 hexagonos, de
mayor superficie cuanto mas periféricos, que alternan de blanco a negro de forma randomizada.
El tiempo de retraso en el ciclo de estimulacion de un hexagono con respecto al resto, combinado
con una seleccion de esta secuencia de estimulacion, nos da la contribucién de la respuesta focal,
gue mediante una correlacién cruzada simple y el patrén que aparece en pantalla posibilita su
extraccion de la sefial total.

La respuesta lineal tiene una morfologia parecida a las ondas explicadas anteriormente en el ERG
convencional; la onda a se llama N1 inducida igualmente por los fotorreceptores, y la onda b se
llama P1 formada basicamente por células bipolares partiendo igualmente que la onda b de los

potenciales oscilatorios.
Al tratarse de una prueba topografica, ademas de las amplitudes y latencias de la onda,

obtenemos la densidad de la respuesta retiniana de cada hexagono que forma el patron de

medida. Los resultados se expresan como un mapa de ondas en el que cada onda representa la
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actividad de un area del polo posterior; y también se pueden agrupar en anillos concéntricos

alrededor de la févea o en cuadrantes.

A) B)

3D Amplitudes P1(b)
> e T -

"
|

aideF

Figura 16. Presentacion de ondas, topografia y distribucion de hexdgonos de imagen tomada del equipo RetiScan. A)
Ondas de cada uno de los hexdgonos. B) Resultados en un diagrama de 3D de la densidad de respuesta de cada
hexdgono.

Esta técnica se realizé en la Unidad de Funcidn Visual del servicio de oftalmologia, mediante el
dispositivo RETI-port/scan21 (Roland-Consult, Germany) (Fig. 17) Las mediciones se registraron
de forma monocular tras dilatacidn, con una adicidon de 3 dioptrias sobre su mejor correccién, en
condiciones fotdpicas, con una adaptacion previa a la oscuridad de 10 minutos y con el paciente
colocado a 28cm del monitor. Los canales activos se grabaron utilizando electrodos Dawson-
Trick-Litzkow (DTL) fabricados con un alambre de nylon flexible y ligero impregnado con plata y
colocado en contacto con el saco conjuntival. Los electrodos se colocaron debajo del parpado
inferior, con un extremo unido al canto externo y el otro extremo unido a la altura del saco
conjuntival. Se utilizaron tres electrodos cuchara, dos como electrodos de referencia colocados

en cada templo y el tercero como un electrodo de tierra colocado a la altura de la nariz.

Antes de registrar las sefiales ERGmf, se explicd a los sujetos las caracteristicas de la prueba para
lograr una fijacion satisfactoria. Las grabaciones fueron examinadas por un oftalmdlogo experto
para identificar posibles problemas relacionados con la fijacidén excéntrica, entre otros, antes de

realizar el andlisis de las sefiales.
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Figura 17. Dispositivo Retiport Retiscan (Roland Consultant, Alemania). Extraida de (Roland Consult Stasche & Finger
GmbH, s. f.)

5.3.3 Recogida y analisis de datos

La recogida de datos se llevd a cabo en el Hospital Miguel Servet con diferentes bases de datos
dependiendo del estudio a realizar. Siempre se exportaron los datos y se trabajaron las bases de
datos con hojas Excel, que posteriormente fueron analizadas mediante el programa SPSS (SPSS
Inc. Chicago, IL, USA, del inglés Statistical Package for Social Sciences), en su version 22.

En todos los articulos, se comparan datos entre sujetos sanos y pacientes con EM.

El primer articulo propone un método de agrupacién de los valores de los sectores dados por el
ERGmf. Para analizar estas agrupaciones, se partié de un sector y de acuerdo con unas
coordenadas se fueron dando valores de area bajo la curva (area under curve AUC) de los vecinos

hasta encontrar las agrupaciones que tenian un mayor valor de AUC.

En los articulos tercero y cuarto, se evalué la normalidad de las variables con métodos
estadisticos, en concreto, Test de Kolmogorov Smirnov y si la muestra era pequefia (n<50
elementos), la técnica recomendada de normalidad fue Shapiro Wilk.

En el caso de que ambos grupos presentaran una distribucién normal, se realizé la prueba T-
Student para comparar las medias, y en los casos en los que alguna de las dos poblaciones no

tuviera una distribucion normal, se usé la prueba de la U de Mann-Whitney. Los anélisis de
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comparacion estadisticos entre varios grupos fueron realizados con ANOVA y un andlisis post hoc

para identificar la significatividad entre cada par de grupos.

Finalmente, las imagenes o representaciones matriciales de figuras se realizaron con MATLAB
(R2020a, Mathworks, Massachusetts, EE. UU.) pudiendo realizar un mapa de contorno muy visual

de la diferencia entre ambos grupos (control y EM).

5.3.4 Herramientas matematicas.

En el segundo articulo, referido a los datos obtenidos mediante la prueba de
electrorretinograma, se estudiaron estos valores con herramientas matematicas. Existen técnicas
matematicas especificas utilizadas con el objetivo de eliminar los datos que no aportan
informacién para acentuar por otro lado las caracteristicas que permitan mejorar la
diferenciacion entre sujetos control y sujetos afectados por la enfermedad. En esta tesis se
trabajé con la Descomposicidon Empirica en Modos (EMD), propuesta por N.H. Huang, como una
herramienta para procesar sefiales no lineales, no estacionarias y estocasticas, convirtiéndose en
una técnica adecuada para el analisis y procesado de técnicas basadas en electrofisiologia. En
nuestro estudio, se desarrollé con datos obtenidos mediante la prueba de electrorretinograma

multifocal. (Huang et al., 1998)

La esencia del método EMD consiste en que cualquier conjunto de datos complejos se puede
descomponer en un nuimero de datos finito y pequefio de funciones modo intrinseco (IMF;
Instrinsic Mode Functions). Esta descomposicion la realiza mediante la suma lineal de IMF
oscilantes mas un residuo como muestra el siguiente algoritmo (Andrade et al., 2006; Zeiler et al.,

2010) (Fig. 15.):

X(®) = ) % (6) +7(0)

n

Siendo x(t) la sefial a descomponer, las IMFs seran las diferentes funciones modo intrinseco x , (t)
y I(t) el residuo.
1) Se localizan los maximos y minimos de la sefial que se va a descomponer x(t).

2) Se interpolan los valores maximos para obtener la envolvente superior (Es).
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3) Se interpolan los valores maximos para obtener la envolvente superior (E)).
4) Se calcula el promedio entre Esy Ej: p(t) = (Es Ej)/ 2.

5) Se resta a la sefial original la media de las envolventes: i(t) = x(t) — p(t).

6) Se comprueba si la sefial i(n) cumple los criterios para ser una IMF.

a. Si no se cumple el criterio, x(t) = i(t): se vuelve al primer punto, repitiéndose el
bucle hasta que se consigue que la sefial i(n) cumpla con el criterio para ser
una IMF.

b. Sise cumple el criterio IMF1 =i(t): el residuo r(t) = x(t) — i(t) es la nueva entrada

para buscar la siguiente IMF.

Descomposicion EMD

uVv

\

1 1

1 1 1 1 ' 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

10

Figura 18. Ejemplo de la obtencidn de la primera funcion modo intrinseco (IMF; Instrinsic Mode Functions), para una
sefial x(n). Imagen extraida dela tesis (Ortiz del Castillo, 2019)

En este estudio, se descompusieron los registros de ERGm en diferentes modos empiricos
aplicando la EMD. Las primeras IMF (K=1, 2...) representan los componentes de alta frecuencia
que representan los detalles, mientras que las ultimas IMF muestran la informacién de baja
frecuencia. Mediante un examen se confirmdé que los cuatro primeros IMF (IMF1, IMF, IMG3, IMFa,
contienen el 92,23% de la energia de las sefiales de ERGmf, siendo estos los empleados en el

estudio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se detallan los cuatro articulos que componen la tesis con los resultados y

discusiéon obtenidos en cada uno de ellos.
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Abstract

Purpose  To propose a new method of identifying
clusters in multifocal electrophysiology (multifocal
electroretinogram: mfERG; multifocal visual-evoked
potential: mfVEP) that conserve the maximum capac-
ity to discriminate between patients and control
subjects.

Methods The theoretical framework proposed cre-
ates arbitrary N-size clusters of sectors. The capacity
to discriminate between patients and control subjects
is assessed by analysing the area under the receiver
operator characteristic curve (AUC). As proof of
concept, the method is validated using mfERG
recordings taken from both eyes of control subjects
(n =6) and from patients with multiple sclerosis
(n =15).
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Results  Considering the amplitude of wave P1 as the
analysis parameter, the maximum value of AUC =
0.7042 is obtained with N = 9 sectors. Taking into
account the AUC of the amplitudes and latencies of
waves N1 and Pl, the maximum value of the
AUC = 0.6917 with N =8 clustered sectors. The
greatest discriminant capacity is obtained by analysing
the latency of wave P1: AUC = 0.8854 with a cluster
of N = 12 sectors.

Conclusion This paper demonstrates the effective-
ness of a method able to determine the arbitrary
clustering of multifocal responses that possesses the
greatest capacity to discriminate between control
subjects and patients when applied to the visual field
of mfERG or mfVEP recordings. The method may
prove helpful in diagnosing any disease that is

E. M. Sanchez Morla
12 de Octubre University Hospital Research Institute
(i + 12), Madrid, Spain

E. M. Sianchez Morla
Faculty of Medicine, Complutense University of Madrid,
Madrid, Spain

L. Boquete - E. Garcia-Martin
RETICS: Thematic Networks for Co-operative Research
in Health for Ocular Diseases, Barcelona, Spain

M. O. del Castillo

School of Physics, University of Melbourne, Melbourne,
VIC 3010, Australia

@ Springer



Biomarcadores de esclerosis multiple basados en tomografia de coherencia dptica, angiografia y electrofisiologia

Doc Ophthalmol

identifiable in patients’ mfERG or mfVEP recordings
and is extensible to other clinical tests, such as optical
coherence tomography.

Keywords Multifocal electroretinogram -
Multifocal visual-evoked potential - Multiple
sclerosis - Visual field

Introduction

Multifocal visual-evoked potentials make it possible
to obtain the individual responses produced in either
the retina (multifocal electroretinogram: mfERG) or at
cortical level (multifocal visual-evoked potential:
mfVEP) by light excitation of a large number of
sectors of the visual field (typically between 60 and
120).

The basic principles of the multifocal visual
excitation technique are the result of research [1] into
pseudorandom sequences conducted in the 1990s.
Subsequent advances have facilitated its application in
research and clinical environments [2].

These responses can be studied individually by
sector, although the signal-to-noise ratio improves and
the analysis time decreases if the responses are studied
by cluster of sectors. Another advantage of the
clustering approach is that it facilitates clinical
topographic interpretation of the results.

The guidelines on mfERG [3] indicate the possi-
bility of clustering the responses by quadrant,
hemiretinal area, normal and abnormal regions of
two eyes, or successive rings from centre to periphery.
Responses from stimulus sectors associated with a
local area of interest can be averaged for comparison
with a similar area in an unaffected eye or with data
from control subjects.

Ina large number of publications, clustering by ring
is used to analyse mfERG recordings, especially in
diseases that produce altered responses with approx-
imate radial symmetry. Examples include [4] (for
diagnosis of glaucoma) and [5] (for identifying retinal
toxicity due to treatment with hydroxychloroquine).
Another study [6] concludes that using the central ring
in mfERGs is an appropriately sensitive technique
with which to study the progression of age-related
macular degeneration over short periods of time.

@ Springer

Analysis by quadrant makes it possible to carry out
comparisons between mfERG studies and optical
coherence tomography (OCT) [7, 8]. It is also
common to find the results of clustering by ring and
quadrant in publications that analyse the technical
aspects of mfERG [9, 10]. More recently, [11]
detected altered responses in clustering by ring and
quadrant in patients with nasopharyngeal carcinoma
after radiotherapy.

Due to the irregular structure of the eye, which
lacks symmetry of any kind, there is no basis for
arguing that the predefined regions are in all cases
those that possess the greatest capacity to discriminate
between patients and control subjects. We therefore
hypothesize that maximum affectation by a particular
disease can present in any cluster within the visual
field and can have an arbitrary shape and size and may
not necessarily present in rings, quadrants or
hemispheres.

To date, guidelines for mfVEP procedures have not
been published. Clustering of mfVEP responses in
various eccentric rings makes it possible to identify
patients with multiple sclerosis (MS) [12, 13]. Anal-
ysis of mfVEP responses in the inner (0.87°-5.67°)
and outer rings (5.68°-24°) is proposed as a method
for assessing optic nerve dysfunction in patients with
optic disc drusen [14]. The best results achieved in
implementing computer-aided diagnosis of multiple
sclerosis are obtained by analysing the characteristics
of the mfVEP responses when clustered by ring [15].
Clustering mfVEP responses in quadrants are useful in
the study of amblyopic eyes [16] or for comparing
OCT against mfVEP [17], [18].

The purpose of this paper is to propose a method of
grouping the multifocal visual responses with the
greatest capacity to discriminate between control
subjects and patients affected by any disease identi-
fiable in these responses. This grouping technique can
be used for any pathology with neuroretinal or macular
impact, and can be applied to various electrophysio-
logical techniques (both in isolation and in
combination).

This paper analyses mfERG signals in a compar-
ative cohort of control subjects and patients affected
by MS. Although MS is not an ophthalmological
disease per se, eye function is very frequently affected.
Moreover, as a neurodegenerative disease, MS-
derived damage to the retinal nerve fibre layer (RNFL)
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has been detected using OCT, reflecting the progres-
sive axonal damage caused by the development of the
disease which, in addition, has been linked to patient
disability, even in those without a history of optic
neuritis [19-21].

This paper also evaluates the diagnostic capacity of
mfERG sector clustering, a technique that has been
shown to be effective with mfVEP recordings.

Materials and methods
Patients and method

The system proposed may be used for any multifocal
electrophysiology technique (e.g. mfERG or mfVEP)
and for diagnosing any type of disease. In this paper, as
proof of concept, the method may be useful to
diagnose multiple sclerosis (MS) from mfERG
recordings.

Subject database and mfERG acquisition

The study procedures were performed in accordance
with the tenets of the Declaration of Helsinki, and
ethical approval was obtained from the local ethics
committee [Aragén Clinical Research Ethics Com-
mittee (CEICA, Zaragoza, Spain)]. All subjects were
over the age of 18 and signed informed consent prior to
study procedures.

The mfERG recordings from both eyes of 15
subjects (mean age 44.46 + 824, M:F = 4:11,n = 30
eyes) with newly diagnosed MS (less than 6 months)
and no history of optic neuritis, and those from six
control subjects (mean age 35.83 £ 10.65, M:F = 3:3,
n = 12 eyes), were used.

A complete neuro-ophthalmic examination was
performed on all subjects in order to detect any ocular
alteration that might affect functional vision or
mfERG results. MS was diagnosed based on the
2010 revision of the McDonald Criteria [22]. The
patients had no concomitant ocular diseases, nor any
previous history of retinal pathology, glaucoma or
significant refractive errors (more than 5 dioptres of
spherical equivalent refraction or 3 dioptres of astig-
matism), strabism or systemic conditions that could
affect the visual system.

The mfERGs were recorded using the RETI-port/
scan 21 (Roland Consult, Berlin, Germany) visual

electrophysiology system, according to the ISCEV
standard [3]. The stimulus array consisted of 61
sectors, arranged hexagonally, displayed at a 60-Hz
frame rate. The luminance of each sector was
independently alternated between black (< 2 cd/m?
of luminance) and white (200 cd/m? of luminance)
according to a pseudorandom binary m-sequence.
The active channels were recorded using Dawson—
Trick-Litzkow (DTL) electrodes fabricated from a
flexible, lightweight nylon wire impregnated with
silver and placed in contact with the conjunctival sac.
The electrodes were placed below the lower eyelid,
with one end being attached to the external canthus
and the other end being attached at the height of the
conjunctival sac. Three spoon electrodes were used,
two as reference electrodes placed on each temple
and the third as an earth electrode placed at the height
of the nasion. An amplifier with 10" gain and
10-200 Hz bandwidth was used. The signals were
digitized at a sample rate of 1017 samples/s, with the
number of samples from each signal being 84
(82.61 ms long). The first-order mfERG kernel was
analysed.

Before recording the mfERG signals, the charac-
teristics of the test were explained to the subjects in
order to achieve satisfactory fixation. During the test,
both the acquisition device and the staff monitored the
recordings to ensure that they were taken correctly.
The recordings were examined by an expert ophthal-
mologist to identify potential issues relating to eccen-
tric fixation, among others, before conducting a blind
analysis of the signals.

Clustering

The method proposed requires the following inputs:

e A database of multifocal recordings taken from
patients (MS) and control subjects.

e Definition of one or more parameters used to
evaluate the capacity to discriminate between
patients and control subjects. For mfERG records,
potential parameters could be wave amplitude
(A1, Apy), latencies (L, Lpy) or other suitable pa-
rameters (for example, obtained from the signals’
decomposition wavelet).

e In order to obtain a minimum signal-to-noise ratio
value, each cluster is considered to comprise at
least Nyin = 5 sectors. The maximum number of
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sectors in a possible cluster is equal to the number
of sectors in the visual field: Nyax.

e The capacity to discriminate between patients and
control subjects is evaluated using the area under
the receiver operator characteristic curve (AUC).
The AUC can be taken from one of the parameters
or from the mean value of several.

Definition of valid clusters

Given a value of N (Nyyn = 5 < N < Nyax =61), a
cluster defined as valid contains N-contiguous sectors
(i.e. all the sectors belonging to the cluster are adjacent
to at least two others in the cluster). Figure la shows
two valid clusters while Fig. 1b shows two invalid
clusters. In both cases, N = 7.

All possible sector clusters were analysed as per the
conditions described above, including conventional
clustering by ring, with the exception of Ring 1, which
comprises a single sector.

Implementation of the method

Drawing on the database of patients and control
subjects, for every value of N (Nyun < N < Nyiax):
(i) the valid clusters are identified; (ii) the mean of the
multifocal responses of the sectors that comprise the
cluster is calculated; (iii) the parameter or parameters
of interest are obtained from the mean signal; (iv) the
AUC between patients and control subjects is calcu-
lated; and (v) if the value of the AUC is the highest
obtained so far, its details (N value, cluster identifi-
cation) are saved until the procedure is completed.

It is possible to analyse two or more of the
recordings’ parameters. To do so, the value of the
AUC must be obtained for each of them. For example,
Eq. (1) shows the AUC for the mean value of the
amplitudes; Eq. (2) shows the mean value of the AUC
obtained in analysis of the latencies; and Eq. (3) shows
the mean value of the joint analysis of those 4
parameters.

AUC,,, + AUCy,,

AUCamp = 3 (1)
AUC AUC,,,

AUC AT = % )

AUCk s AUCan +AUCA,, +AUCy, +AUCy,

4
(3)

It would also be possible to apply a different
weighting to the partial AUC values that make up the
overall AUC. Equation (4) shows a hypothetical case
in which the discriminant capacity of the latencies is
prioritised over that of the amplitudes.

AUCgLogaL = 0.2 * AUCAPI +0.2 % AUCANI +0.3
* AUCr,, + 0.3 x AUCy,

(4)

The arranged hexagonal sectors of the mfERG
response are codified with the system of coordinates
(g, r) shown in Fig. 2. The central sector (number 31)
has the coordinates (¢ = 0, r = 0). These coordinates
are able to efficiently codify the six neighbouring
sectors for every single hexagon (each hexagon has six
equidistant neighbours). As example, g and r positive

Fig. 1 Examples of possible clusters (N = 7). a Valid clusters. b Invalid clusters
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values from Fig. 2 codify sectors nearly correspond-
ing to the inferior nasal quadrant.

Figure 3 shows the flowchart of the method imple-
mented. For all N values between Nyn and Nyax, a
search is conducted for all N-size clusters, taking each
of the 61 sectors (Si) as a seed. In Step 1, the
coordinates of the seed sector are obtained as per
Fig. 2, while in Step 2, all the N-size clusters
originating in sector Si are obtained. The condition
of Step 3 dictates that for every hexagon in the cluster
analysed there must be at least two other hexagons at a
distance equal to 1. The distance between two
hexagons (H;, H) in the system of coordinates
proposed is calculated as follows:

g1 = @]+ (g1 +r1) = (g2 4+ )| + |1 = n]
2

D(H,.H) =
(5)

If the cluster fulfils the conditions, the signals of the
sectors are averaged in both the control subjects and
the patients and the value of the AUC (Step 4) is
obtained until it is verified that all possibilities have
been analysed (Step 5).

The number of clusters formed and analysed
depends on the N-size. For example, for a value of
N =5, atotal of 2 217 groups is analysed, while for a
value of N = 7 the number of groups analysed rises to
26 224.

’]42 4143 a7+ -41
-é'[:z -é[’#s 37+ -3‘1

i i S
+1 -2[42 +2]+43 -2 l+4 -2’

AN AN

R e

T g
s s o
[-4 +2]-3 +ZI-2 +z{-

Fig. 2 System of coordinates used to find clusters

Results

Table 1 shows the AUC values obtained from con-
ventional analysis by ring. Although clustering by ring
(except Ring 1) is considered in cluster formation,
these results make it possible to evaluate the advan-
tages of the method proposed.

Figure 4 shows the clusters with greatest discrim-
inant capacity (N =5...N =16), considering the
amplitude of wave Pl (Ap;) as the mfERG signal
analysis parameter. The greatest discriminant value is
obtained for N = 9 (AUCy,, n—9) = 0.7042), located
in the inferior perifoveal quadrant (Rings 2, 3). For
values of N > 16, the AUC values obtained continue
to decrease.

Figure 5 shows the results produced by several
clusters, taking into account the four parameters (ampli-
tudes and latencies of waves N1 and P1), and therefore,
Eq. (3). According to this criterion, the maximum
capacity to discriminate between patients with MS and
control SUbjCC[S is AUC(ANI‘AN-LN]-LPI‘N:E‘] = 0.6917.
The AUC values obtained for N > 16 are less than
0.6917.

In recent publications, [10] and [23] observed that
the latency of wave Pl is higher in MS patients.
Figure 6 shows the results for this parameter, with the
greatest discriminant capacity being
AUC(,, n=12) = 0.8854, which corresponds to the
nasal perifoveal area. In this case as well, clusters
comprising more than 16 sectors do not obtain better
AUC values.

Discussion

One of the advantages of the multifocal electrophys-
iology techniques is that they obtain a high number of
responses in the visual field. However, in order to
obtain a clear clinical interpretation of the results, it is
necessary to apply clustering methods to the
responses. Although studies usually group responses
into predetermined shapes (rings and quadrants) and
sizes (number of sectors) depending on the technique
used and the disease to diagnose, it may be beneficial
to identify clusters of arbitrary shapes and sizes. When
analysing multifocal visual responses, it is very
common to use pre-established cluster shapes (e.g.
rings, quadrants or hemispheres). With our method, all
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Fig. 3 Flowchart of the
proposed method
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1

{

TRUE Al Clusters FALSE Step5

possible options within the visual field are automat-
ically and arbitrarily explored on the understanding
that, for some signals and diseases, the optimal
analysis areas do not necessarily coincide with pre-
established clusters.

This article proposes an automatic method of
selecting those areas of a topographic map of multi-
focal visual responses that present the greatest differ-
ences between patients and control subjects. The

@ Springer

Analyzed?

method seeks the zone with greatest discriminant
capacity, exceeding the AUC values obtained from
clustering by ring (Table 1). Its efficacy in diagnosing
MS from mfERG signals and using the amplitude and
latency parameters of the first-order kernel responses
to perform analysis has been demonstrated.

Among the options tested in our database, the
highest AUC value is obtained by analysing the
latency of wave Pl (AUC(;, y—12) = 0.8854); this
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Table 1 AUC values obtained from analysis by ring

Region Sectors AUG,,, AUCy +ap) iy +p, AUC,,
Ring 1 31 0.5958 0.5526 0.5771
Ring 2 22,23,30,32,39.40 0.5917 0.6115 0.6938
Ring 3 14,15,16,21,24,29,33,38,41,46,47 48 0.6417 0.5994 0.5854
Ring 4 7.8,9,10,13,17,20,25,28,34,37,42,45,49,52,53,54,55 0.5125 0.5328 0.5438
Ring 5 1,2,34,5,6,11,12,18,19,26,27,36,37,43,44,50,51,56,57,58,59,60,6 1 0.5708 0.6037 0.6896

AUC =0.6875 AUC=0.6792 AUC =0.6875 AUC=0.6875
Fig. 4 Algorithm performance in selecting the best cluster for parameter Ap,
result is in agreement with [10] and [23]. Also, for our The potential uses of the method proposed are listed

database, the highest AUC values were obtained by below:

analysing clusters with fewer than 16 sectors. e With multifocal visual-evoked potentials, it can be

used to analyse mfERG, mfVEP or mfPERG
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AUC=0.6823 AUC=0.6740

AUC = 0.6646 AUC=0.6901

AUC = 0.6891 AUC = 0.6849

AUC=0.6901

AUC = 0.6844

Fig. 5 Changes in the clusters, taking into account the maximum discriminant value for the mean of the two amplitudes and two

latencies of waves N1 and P1

signals and can even be used to analyse areas of the
automated perimetry. In general, it is applicable to
any sector-based technique.

e The method is valid for any type of disease (MS,
glaucoma, etc.) identifiable in these types of
recordings.

e The AUC of one or several valid analysis param-
eters can be used. If the AUC is obtained from
more than two parameters, each of them can be
weighted with different coefficients.

e In studies of temporal evolution, the method can
also be effective in detecting the region in which
the most significant alterations appear.

@ Springer

It is also feasible to use it to analyse other types of
tests, such as OCT. In line with this, [24] detects the
retinal nerve fibre layer (RNFL) thicknesses found in
angular sectors, which offer the best capacity for
diagnosis in glaucoma patients.

With the method proposed in this paper it would be
possible to determine which regions (of arbitrary
shapes and sizes) are the most relevant for diagnosis.
For example, with a Triton device with SS-OCT
technology, it is possible to obtain grids of up to
60 * 45 points of measurement of the thickness of
various layers of the retina. Detecting the areas
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AUC = 0.8000 AUC=0.8083

AUC=0.7938 AUC=0.8250

AUC = 0.8479 AUC=0.8792

AUC=0.8417 AUC=0.8854

AUC = 0.8667

Fig. 6 AUC results for clusters identified using latency P1

AUC=0.8438

suffering greatest alteration would be performed as
follows:

e For one of the layers of the retina for which
thickness measurements are available (e.g. RNFL),
cells or basic sectors are formed. For example, if
each cell comprises 5 * 5 measurements, Nyax-
= 108 sectors would be obtained.

e The mean value of the thickness in each of the
sectors defined is then calculated.

e Starting from a minimum N value, a search is
conducted for coherent cell clusters up to a
maximum size of Nyax. As the cells are square,
it may be beneficial to consider that, to qualify as a
valid cluster, all the cells should be adjacent to at
least one other cell in the cluster. For each of the

AUC=0.8313 AUC = 0.8396

valid clusters, the AUC is calculated and the
algorithm selects the cluster and the N value with
the highest AUC.

Our method found clusters that differentiated, with
a high AUC, between patients with MS (as proof of
concept) and healthy control subjects. However,
because of the small size of our database, it is not
possible to affirm that the clusters identified as having
greatest discriminant capacity are specific to this
disease. Our group considers it worthwhile to corrob-
orate the results with further studies involving a higher
number of patients and to compare them with other
diseases. In such case, if it were possible to obtain a
specific cluster for each disease, it would be possible
to diagnose and monitor each of them individually. In
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this regard, the clusters found in MS could be used as a
valuable means of strengthening diagnosis or con-
firming non-definitive suspicions raised in earlier
phases, such as when MRI does not reveal any
damage.

In conclusion, this paper opens up the opportunity
to identify sectors and clusters other than those
arbitrarily chosen by the equipment manufacturer,
basing them on the actual topographical affectation of
a particular pathology at neuroretinal and cell level.
This will enable better understanding of the phys-
iopathological mechanisms of the diseases and expe-
dite early diagnosis of them, which is the main
objective of electrophysiological tests.
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Abstract: As multiple sclerosis (MS) usually affects the visual pathway, visual electrophysiological
tests can be used to diagnose it. The objective of this paper is to research methods for processing
multifocal electroretinogram (mfERG) recordings to improve the capacity to diagnose MS. MfERG
recordings from 15 early-stage MS patients without a history of optic neuritis and from 6 control
subjects were examined. A normative database was built from the control subject signals. The mfERG
recordings were filtered using empirical mode decomposition (EMD). The correlation with the
signals in a normative database was used as the classification feature. Using EMD-based filtering
and performance correlation, the mean area under the curve (AUC) value was 0.90. The greatest
discriminant capacity was obtained in ring 4 and in the inferior nasal quadrant (AUC values of 0.96
and 0.94, respectively). Our results suggest that the combination of filtering mfERG recordings using
EMD and calculating the correlation with a normative database would make mfERG waveform
analysis applicable to assessment of multiple sclerosis in early-stage patients.

Keywords: multiple sclerosis; multifocal electroretinogram; empirical mode decomposition;
electrophysiology; biomarker

1. Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a neuroinflammatory disease that demyelinates and degenerates the
central nervous system (CNS). It affects over 2 million people worldwide, mainly young adults [1].
MS principally alters the sensorimotor and cognitive functions. Its clinical development is highly
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with a residue [21]. EMD and its subsequent enhancements have been successfully applied in denoising
signals [22,23], trend removal [24] and trend prediction [25], feature extraction in images [26], and
pattern recognition [27].

If EMD is applied to signals that present intermittency or involve components with spectral
proximity, the mode-mixing problem may arise (i.e., oscillations of very dissimilar amplitudes in a mode,
or very similar oscillations in different modes). This drawback can be overcome by using ensemble
empirical mode decomposition (EEMD) and adding white noise to the signal to be decomposed [28].
EEMD may also present the edge effect problem when cubic spline interpolation is used to fit the upper
and lower envelopes of signals. A solution may be to obtain optimum endpoint values by minimizing
the deviation evaluation function of the signal and signal envelope [29].

The original univariate EMD method has been extended to bivariate [30], trivariate [31], and
multivariate signals [32] (multivariate EMD, MEMD). With multivariate signals, it is necessary to
redefine the local maxima and minima and oscillatory modes in relation to the criteria applied to
univariate signals. MEMD obtains projections that are evenly distributed in a multidimensional space.
The multiple envelopes obtained are averaged and their extrema are then interpolated (using a cubic
spline) to estimate the local n-dimensional mean. Each channel is given a specific threshold when
selecting the relevant IMFs. In [22], the dependent thresholds are computed based on characteristics
of white Gaussian noise and are applied to each channel separately; more recently, the Mahalanobis
distance measure at multiple data scales obtained from multivariate empirical mode decomposition is
proposed as a denoising method [33].

In biomedical signal analysis, EMD has been used to filter multifocal visual-evoked potentials
in MS diagnosis (selecting only the IMF with the highest amplitude [34]) or to analyze gamma-band
activity in single-channel electroencephalography (EEG) signals [35]. EEMD was used by Naik et al. [36]
in single-channel electromyography (EMG) signal classification and by Chang to remove artefacts in
electrocardiograms [37]. Multivariate signal analysis using MEMD has been employed in brain—-computer
interfaces [38], analysis of multichannel EEG signals [39], extraction of olfactory-induced hemodynamic
responses in MRI blood oxygen level dependent (BOLD) signals [40], analysis of abdominal sounds [41],
mechanomyography [42], and electrogastrography [43], among other applications.

To our knowledge, EMD has not been used in analysis of mfERG signals. The objective of this paper
is to improve discriminant capacity in MS diagnosis by analyzing mfERG recordings using empirical
mode decomposition filtering and employing the correlation between the signals and a normative
database as an analysis parameter.

2. Materials and Methods

2.1. Clinical Study

The study protocol was approved by the Institutional Review Board of Miguel Servet University
Hospital at the University of Zaragoza and adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki.
All participants provided informed consent.

The recordings were taken by the Ophthalmology Service at Miguel Servet University Hospital
(Zaragoza, Spain). The signals were obtained from patients diagnosed with early-stage MS (in all cases
< 12 months) with no history of optic neuritis, and from control subjects.

The participants had no concomitant ocular diseases, nor any previous history of retinal pathology,
glaucoma, amblyopia, or significant refractive errors (more than 5 dioptres of spherical equivalent
refraction or 3 dioptres of astigmatism), or systemic conditions that could affect the visual system.

A complete neuro-ophthalmic examination, including assessment of best-corrected visual acuity
using the Snellen chart, contrast sensitivity using the CSV1000 test, color vision using Ishihara, pupillary
reflexes, ocular motility, examination of the anterior segment, intraocular pressure (IOP) using the
Goldmann applanation tonometer, and papillary morphology by fundoscopic exam, was performed
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on all subjects in order to detect ocular alterations (such as primary open-angle glaucoma, cataract or
corneal pathology) that could affect functional vision or mfERG results.

2.2. Acquisition of mfERG Recordings

MfERGs were recorded according to the ISCEV standard [11], using a RETI-port/scan21
(Roland-Consult, Germany) device. The stimulus consisted of a set of 61 sectors, covering approximately
50 degrees in diameter of the central region of the visual field. A 21 inch monochrome CRT (cathode
ray tube) monitor with a 60 Hz frame rate was used. The pupils were dilated and the eyes were
adapted at room illumination prior to recording. A Dawson-Trick-Litzkow (DTL) electrode was
placed on the lower eyelid conjunctiva after administering a topical anesthetic. An amplifier with
a gain of 10* and a bandwidth of 10-200 Hz was used. The sampling frequency was 1017 Hz and
signal length was approximately 83 ms (n = 84 samples). Monocular recordings of both eyes were
taken, randomly selecting the order of the tests for each subject. The records for the right eye of each
participant were analyzed.

2.3. Empirical Mode Decomposition-based Filter

In this paper, we adopt the original EMD method given in Huang et al. [21], decomposing signal
x(n) in a linear combination of L oscillating IMFs, plus a residue according to Equation (1):

L
x(n) = Z IMFy (n) + residuer (n) (1)
k=1

The first IMFs (k =1, 2, ... ) represent the high-frequency components of x(n), while the higher
IMFs (k =L, L-1, ... ) show the low-frequency information. Figure 1 shows an example of an mfERG
signal decomposed into 4 IMFs (IMF; ... IMFy).

300 T T T T T T T I

time [rrs]

Figure 1. Example of an multifocal electroretinogram (mfERG) signal decomposed into 4 intrinsic
mode functions (IMFs). Note: RAW = original signal.
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2.4. Analysis of mfERG Recordings

Briefly, the flow is shown in Figure 2:

(a) A template or normative database obtained from control subjects is computed for each sector by
averaging those at the same location (X,}-EM (n));

(b) Each sector of each subject (control subjects and patients) is filtered using an adaptive EMD
filtering block;

(c) Sectors from the original, template, and filtered signals are grouped into 10 different clusters:
whole visual field (SUM), 5 rings, and 4 quadrants;

(d) As the analysis parameter, the Pearson correlation coefficient (PCC) is computed between each
cluster and the corresponding template;

(e) The area under the receiver operating characteristic curve (the mean area under the curve, AUC)
is computed (control subjects versus patients).

ANI N1
Computation [ A
Pearson RAW
»| Clustering »| Correlation | —»
Coefficient PCC
Y
Controls :
& Normative Clustering
Patients Database
¥ A
Pear:
—> o »| Clustering > Correl:tc::n - pccﬁMD
Filter Coefficient

Figure 2. General diagram of the work performed. Note: EMD = empirical mode decomposition;
PCC = Pearson correlation coefficient; AN! = amplitude of wave N1 of original signals.

2.4.1. Calculation of the Normative Database

As set out in the ISCEV standard [11], a template was formed from age-similar control data
obtained from the same laboratory. A normative database was built for the original signals (RAW)
and for each of the sectors (S=1, ..., 61), averaging the traces of that sector with the sectors of the 6
control subjects (Equation (2)).

o 2)
S=1...6;,n=1...84;

To avoid bias, when analyzing the eye of a control subject, its signals were not included in the
template. Mathematically (Equation (3)), the template used to evaluate control subjectj(j=1,...,6)
was as follows:

6
TEM,j 1
X n) = =5 L x(n);
&) = gy X x(n) -
i#jS= .6I;n=1...84;
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2.4.2. Adaptive EMD Filter

The adaptive filter is built independently for each of the 61 sectors of the visual field. For a recording
xSRAW (n), the first 4 IMFs plus the corresponding residue are obtained, as per the algorithm described
in [21], obtaining the following 4 approximations of the original signal (Equation (4)):

4
xlg(n) = Y. IMFy(n) + residue; _4(n);
Kk
k=1...4

4)

Examination of the control database confirmed that the first 4 IMFs (L = 4: IMF; + IMF, + IMF; +
IMFEy) contain 92.23% of the energy of the original mfERG signals. Equation (4) produces 4 approximations
of signal x(n), in which the highest frequency components (IMF1, IMF2, IME3) are progressively eliminated.

Of the 4 approximations obtained with Equation (4), the one containing the useful information
is selected according to the principle of partial reconstruction. There are several options, such as
energy-based methods [44], correlation-based methods [45-47], probability density function based
methods [48], entropy [49], higher order statistics [50], mutual information [51], and mutual information
entropy [52]. In this paper, the method described in [47] has been used, selecting as the filtered signal
the one among the 4 approximations obtained in Equation (4) that has the highest Pearson correlation
coefficient with the signal from the same sector of the normative database. Therefore, the filtered signal
corresponding to sector S (S=1, ... , 61) is (Equation (5)):

XSEMD(n) = xls‘(n) maxPearson_corr(XSTEM(n),xls‘(n)); k=1,...,4; (5)

If in Equation (5) all the correlations are negative, then the sector is considered non-analyzable
(NaS); this can occur in records of sectors that are heavily contaminated by noise.

2.4.3. Cluster Calculation

The traces of the 61 mfERG sectors in all three cases (RAW signals, templates, and filtered signals)
are averaged to form 10 different clusters: 5 rings (R1, ... , R5), 4 quadrants (IN: inferior nasal quadrant;
SN: superior nasal quadrant; ST: superior temporal quadrant; IT: inferior temporal quadrant), and an
average of the 61 sectors (SUM), according to the ISCEV standard [11]. The signal clusters are named
as follows: Xing1(n), .. Xrings(n), Xst(n), ... Xsum(n). Figure 3 shows the numbering assigned to
each sector, as well as the clusters analyzed.

Right Eye

() Ring1 ‘mua
Omuz ‘nlnu ‘ms

Figure 3. Cluster definition. Note: IN= inferior nasal quadrant; SN= superior nasal quadrant;
ST= superior temporal quadrant; IT= inferior temporal quadrant.
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MIERG tests generate a large number of single responses in different sectors of the retina.
However, considering each single sector separately by itself does not have value for diagnosis because
its signal-to-noise ratio is very low. To overcome this drawback, a signal level fusion model from
multiple locations of the retina has been implemented by using a clustering in rings, quadrants, and the
whole visual field. The goal of this data fusion approach is to obtain valuable diagnostic information.

2.4.4. Analysis Parameters

In order to compare our results with the classic method of analyzing amplitudes and latencies,
in this paper we use the amplitude of wave N1 (AN!) measured over the original signals, since in our
database it is the variable that exhibits the best capacity to discriminate between control subjects and
patients. The location of wave N1 corresponds to the minimum recording inside the 9-32 ms temporal
window and the N1 amplitude is the difference between baseline and N1 in terms of absolute value.

As a new feature of the signals, the Pearson correlation coefficient (PCC) is obtained to discriminate
between signals from control subjects and signals from MS patients. As an example, if Ring 2 is analyzed,
the discriminant parameter for the RAW signal is defined as:

PCCE]‘?‘VgVZ = Pearson corr(XRﬁvgz( n), XE,%Z( )) i

And for the signal filtered using EMD:

PCCEM;’Z = Pearson corr(XﬁmEZ( n), XE,E;{\;Z( )) @

2.5. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean and the standard deviation. All statistical analyses were
performed using the SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 25.0 software (SPSS Inc. Chicago,
Illinois, USA). A p value below 0.05 was considered statistically significant.

The normality of the results was assessed using the Shapiro-Wilk test. The differences between
groups were evaluated using the dependent t-test (paired-samples t-test) in normal distributions or the
Mann-Whitney U test in non-normal distributions.

The AUC [53] was employed to assess the discrimination capability of each of the features analyzed
in this study.

3. Results

Right-eye mfERG recordings from fifteen subjects (age = 44.46 + 8.24 years; male/female = 3:12)
diagnosed with early-stage MS with no history of optic neuritis were used. Recordings were also
taken from six control subjects (age = 35.83 + 10.65 years; male/female = 3:3). There was no significant
difference between patient and control subject ages (t-test, p = 0.060).

3.1. Normative Database

Figure 4a shows the template obtained for the 61 sectors by averaging the RAW signals from the 6
control subjects used to filter the MS patient group: XSTEM (Equation (2)).
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Figure 4. (a) Normative database according to Equation (2). (b) Effect of EMD filtering. Note: Black
traces= original signals; red traces= filtered signals. Sectors showing a dotted red line (2 and 14):
the sector is not analyzable. Sectors showing only red (4 and 21): the filtered signal is equal to the
original signal.

3.2. Adaptive EMD Filter

Table 1 shows the number of IMFs used in adaptive filtering. In most cases, filtering is done using
the sum of IMFs 2, 3, and 4 for both the control subjects (57.38%) and the patients (41.31%). In the
case of the control subjects, 0.82% of the signals are non-analyzable, a figure that rises to 10.49% in

MS patients.
Table 1. Best intrinsic mode functions (IMFs).
k'Value S.elected IMFs Used Control Subjects Multiple Sslerosw (MS)
in Equation (5) Patients
k=1 IMF1, IMF2, IMF3, IMF4 + residue 23.50% 9.84%
k=2 IMF2, IMF3, IMF4 + residue 57.38% 41.31%
k=3 IME3, IMF4 + residue 16.39% 28.31%
k=4 IMF4 + residue 1.91% 10.05%
NaS 0.82% 10.49%

Figure 4b shows the original and filtered signals for a patient. In this particular case, two sectors
are not analyzable (2 and 14) and in two other sectors the filtered signal matches the original (k =1,
no IMFs have been discarded), namely sectors 4 and 21.

3.3. Analysis of Discriminant Capacity

Among the traditional methods for analyzing latencies and amplitudes, the best option (i.e.,
the one that produces the highest AUC values) takes the amplitude of wave N1 as a parameter.
For purposes of comparison, Table 2 shows the results obtained using 3 analysis methods: (a) analysis
of the amplitude of wave N1 (AN1); (b) correlation coefficient between the template and the RAW
signals (unfiltered); and (c) correlation coefficient between the template and the mfERG signals filtered
using the adaptive EMD method. The values obtained in each cluster (SUM, ..., IT) and the p and
AUC values between control subjects and patients are included.
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Table 2. Results achieved using the implemented methods.
Amplitude Analysis Correlation Analysis: PCC
AN1 (nv) RAW Signals EMD Filtered Signals
(mean + SD) (mean + SD) (mean + SD)
Controls MS Patients Controls MS Patients Controls MS Patients

Sum 16041 +5387 155448284  096+0.03  073+032  098+0.02  091=0.06
p=1% AUC = 050 p=005* AUC =0.88 p=0002% AUC =091

Ringl 308.17 £79.95 53349 £456.84  0.90+0.04  056+042  095+0.03 061039
p=079% AUC =054 p=0.095%, AUC = 0.76 p=0014% AUC =083

Ring?2 20773 £59.18 27429 +13037  093+0.04 071029  096+0.03  083+0.17
p =025% AUC = 0.67 p = 0.055%, AUC = 0.80 p = 0.006 ¥, AUC = 0.87

Ring3 17997 £4595  266.06+96.70  0.93+0.04 065040  096+0.03 082017
p=0.023% AUC = 0.82 p=0.006% AUC = 0.86 p=0.005% AUC = 0.89

Ringd 16117 £5822  201.03+9254  091+0.05  0.63+035  095+0.02 080015
p=0.34% AUC = 0.64 p = 0.005%, AUC = 0.89 p=0.001% AUC =096

Ring5 15806 + 6345  17627+90.63  090+0.06  0.62+034  095+0.04 082011
p=0.79% AUC = 0.54 p=0.023% AUC = 0.82 p=0002% AUC = 0.92

N 13741 £ 6643 25850 +13653  0.92+0.04  0.69+029  097+0.02  0.86=0.14
p =0.036%, AUC = 0.80 p=0018% AUC = 0.82 p=0002% AUC = 0.94

SN 18845+70.19  227.41+88.25 0.92+0.04  059+046  096+0.01  078+0.19
p=0.30% AUC = 0.66 p=0018% AUC = 0.81 p=0002% AUC = 0.92

ST 19555 +4152 22898 +200.02  0.93+0.04  070+032  096+0.02  083+0.13
p =070, AUC = 0.52 p=0.011% AUC = 0.86 p=0.001%, AUC =091

- 14812 +67.56  18646+9540  0.87+0.05  0.60+034  093+0.04  075+0.19
p=0.42% AUC = 0.61 p=0045%, AUC = 0.81 p=0005% AUC = 0.88

Mean AUC mean(AUCN') = 063 mean( AUCTC-RAW) — 083 mean(AUCT““FMP) = 0.90

Note: * t-test; * Mann-Whitney U test; bold = significance difference. AUC = mean area under the curve; AN'=
amplitude of wave N1 of original signals.

In conventional analysis of the amplitude of wave N1, significant differences between patients
and control subjects are only found in ring 3 and the inferior nasal (IN) quadrant (p = 0.023, p = 0.036,
respectively, Mann-Whitney U test), producing AUC values of 0.82 and 0.80, respectively. The average
AUC value for all the clusters analyzed using the amplitude of N1is AUC = 0.63.

Using the value of the correlation between the signals and the normative database as the analysis
parameter improves discriminant capacity. If this process is performed using unfiltered (RAW) signals,
the maximum AUC value is obtained in ring 4 (AUC = 0.89) and the mean value for all clusters is
AUC = 0.83. As expected, the value of the correlation coefficient is higher in the control subjects than
in the patients, as since there is no dysfunction in the retina, the response is less variable, and therefore,
more similar to the normative database.

The difference between control subjects and MS patients is accentuated by combining EMD filtering
of the recordings with subsequent calculation of correlation with the normative database. In this case,
there is significant difference in all the clusters considered (p < 0.014) and minimum AUC = 0.83 (ring 1),
producing a mean value for all the clusters analyzed of 0.90. The greatest discriminant capacity is
obtained in ring 4 (AUC = 0.96) and in the IN quadrant (AUC = 0.94). Figure 5 shows the discriminant
capacity of the methods tested for the different clusters.
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Figure 5. AUC values in the different methods. Note: PCCEMP= Pearson correlation coefficient of
filtered signals; PCCRAW = Pearson correlation coefficient of original signals; AN! Amplitude= amplitude
of wave N1 of original signals; SUM= whole visual field; IN= inferior nasal quadrant; SN= superior
nasal quadrant; ST= superior temporal quadrant; IT= inferior temporal quadrant.

4. Discussion

The purpose of this paper has been to research new methods of processing mfERG recordings
to increase MS diagnosis capacity. The few papers that analyze the applicability of using mfERG
recording analysis to diagnose MS are based on analysis of the amplitudes and latencies of first-order
kernel waves, and their findings present discrepancies. These different findings may be partly due
to the fact that electrophysiological tests are subject to the variability introduced by technical factors,
such as device type, hardware configuration, electrodes, positioning, flash features, test with different
number of stimuli arrays, or clusters analyzed (rings or quadrants). Physiological factors—such as
pupil dilation or even temperature and oxygenation—can also introduce variability [54]. It should
likewise be noted that the studies conducted include patients with different subtypes of the disease
and with or without optic neuritis (see Table 3).

Table 3. Studies analyzing mfERG amplitude and latency in multiple sclerosis (MS) diagnosis.

Commercial mfERG .
Authors System Hexagons Rings/Quadrants MS Results
Moura et al. VERIS - . MS with + Pﬁf"i":f:‘:'“““‘i
(2007)[15] Electro-Diagnostic-Imaging 8s without ON rolonges 0;) <y (p
) MS with + ) )
o [e['f}l Ehectro D cot bt 103 Rings without O Decreased amplitucie
( ) [17 ectro-Diagnostic-Imaging (RR, RP, SP) ormal latency
Neroev et al. . . . . Decreased amplitude
(2016) [19] RetiPort Roland-Consult 61 Rings MS with ON Prolonged latency
Vildades etal. . N . MS with + Decreased amplitude
(o17)[18)  RetiPort Roland-Consult o Quadrants _ithout ON Prolonged latency
Gundogan et al. . . A MS without Tendency to prolonged
(2007) [16] RetiScan Roland-Consult 61 Rings ON latency (p > 0.05)
Hanson etal MS with +
o Espion Diagnosis LLC 61 Rings without ON Prolonged latency
(2018) [7] (RR, PP)

Note: RR= relapsing-remitting; PP= primary-progressive; SP= secondary-progressive; ON= optic neuritis.
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In MS diagnosis based on the amplitude and latency parameters of first-order kernel waves in
previous studies, prolonged latency is the altered parameter found most frequently [7,15,16,18,19],
and even Neroev et al. [19] suggested using the latency of wave P1 in the parafovea as a marker of
MS progression. The studies that detected the classical parameters with greatest alteration (lower
amplitudes or higher latencies) in MS patients generally employed a 61-hexagon test [7,16,18,19].

The studies that employed 103 hexagons either did not find any statistically significant differences
(SSDs) between MS patients and healthy subjects [15] or found normal latencies [17]. In our case,
the 61-hexagon test was selected because it was shorter. This was to avoid fatigue, and with it, possible
fixation losses, noise, signal quality issues, and errors due to tiredness, and so avoid retests that could
influence the results [55]. The strength of our results—which did show SSDs even when analyzing
a small number of subjects—supported by existing evidence, seem to suggest that in MS patients,
conducting short tests with 61 hexagons is more appropriate.

Another aspect that may explain why there are no clear findings that support the ability of mfERGs
to diagnose MS may be the need to use advanced processing algorithms and to develop parameters
with greater diagnostic capacity. This paper proposes using an EMD-based method to filter mfERG
recordings and employing the correlation of filtered signals with a normative database as the analysis
parameter. The findings of this paper show a clear potential marker (mean(AUCFILTER — 0.90) of the
alterations in the mfERG responses in the early stages of MS, which if confirmed in a broader study,
could enable clinical applicability.

When looking for a deeper justification for the findings, the involvement of glutamate in MS and
the origin of the mfERG recordings should be analyzed. Glutamate is the central nervous system’s main
excitatory neurotransmitter, but when present in excess it triggers a chain of negative reactions. Glutamate
neurotoxicity’s involvement in the pathogenesis of demyelination and neuronal and synaptic damage in
MS has been demonstrated on numerous occasions [56]; activated immune cells and astrocytes release
large amounts of glutamate, damaging myelin sheaths and axons [57,58], and changes in glutamate levels
in these areas have been associated with the later stages of MS, episodes, and secondary progression.
An imbalance in glutamate receptor levels and expression can also occur in earlier stages or even when
no damage is observed in white matter with MRIL High levels of glutamate have been found in serum
and white and grey matter [59,60]. On the other hand, neurodegenerative diseases, such as MS, may not
affect all cell types equally, making studying types rather than individual neurons more appropriate.

The mfERG wave is the overlapping of the responses of ON (activated) OFF (desactivated) bipolar
cells, with a small contribution made by the inner retina and photoreceptors (mainly cones) [61].
In total, 12 types of bipolar cells have been described. These are progressively stratified in depth
in the inner nuclear layer of the retina and form synaptic connections with the ganglion cells in the
inner plexiform layer and with the photoreceptors in the outer plexiform layer. Studies on animals
have shown that most bipolar cells appear to have connections with cones. These are sometimes
specific between particular bipolar cell and cone types (e.g., M cone and CBC1, or S cone and CBC9),
and only one type of bipolar cell would connect with the rods, although there also appear to be
connections between rod and cone pathways [62]. Bipolar cells respond to the release of glutamate
by photoreceptors in their synaptic communication [63] and adopt a mosaic arrangement, in which
the overlapping contacts are potential synaptic pairings. Connectivity can be studied using electron
microscopy, molecular markers, or more recently, computational methods. However, in all these cases
histological tissue is required [64]. Using mfERG allows practitioners to study the mediated response
of these synaptic responses non-invasively in vivo.

In animal studies using electrophysiological analysis, Vielma and Schmachtenberg [63] reported the
existence of various types of OFF bipolar cells that exhibit different responses depending on glutamate
levels; specifically, bipolar cells BC 3a, 3b, and 4 exhibited a significant inhibitory input in response
to glutamate and were subject to inhibitory modulation with nitric oxide (NO). They also showed 6
functionally distinguishable types of bipolar cells with combinations of individual glutamate channels
and receptors that give them unique electrophysiological filtering and signal-processing properties.
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In justifying the findings, it can be hypothesized that using advanced filtering techniques such as
EMD has the capacity to separate the responses of different bipolar cell types.

If our hypothesis can be corroborated, the features of the waves could be topographically
extrapolated to photoreceptor/bipolar ON/bipolar OFF synaptic functionality. Although most studies
detected increased P1 affectation, in our case it was the amplitude of N1 that showed the greatest
affectation and diagnostic reliability. This may be a reflection of an early photoreceptor/bipolar
cell synaptic alteration due to glutamate disbalance in MS. In addition, the inferior nasal quadrant
showed the greatest discriminant capacity, which would correspond topographically to lower temporal
affectation of the optic disc, which is typically affected in this disease.

Our findings show thatas in previous studies [7,16], the outermost rings (R4 in our case)—as well as
the nasal quadrant [18]—and therefore those close to the optic disc, show greater alteration. In the
case of [18], significant affectation in mfERG amplitude and latency at the inferonasal (p = 0.045) and
superonasal (p = 0.042) quadrants is reported in MS patients with and without prior ON. In our study,
the decision to analyze only MS without ON, and therefore in the earliest stage, may be the reason why
affectation was not (yet) found in the superonasal quadrant.

Our results showed higher N1 amplitudes (cone response reflex) in MS patients than in healthy
control subjects. This may be due to the cones adapting to light, as described by Harrison et al. in 2018 [55],
who detected greater (not clinically relevant) amplitudes in the mfERG recordings after exploration
with ffERG. As these authors found, the effect is not very great, which is why our findings do not show
statistically significant differences. Repetition of the exploratory phases in MS patients due to increased
tiredness compared to healthy control subjects was likely to produce this long-term adaptation of the
cones, as was mentioned earlier. Another possible explanation would concur with the results obtained
in other neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s; Lopez et al. [65] found increased functional
brain activity in anterior circuits using magnetoencephalography in mild cognitive impairment (an early
condition in dementia). In [66], it was suggested that this hyperactivity may be one of the earliest
dysfunctions of the pathophysiological process of neurodegeneration and would subsequently decline
as dementia develops [67].

Our hypothesis is that the glutamate imbalance would be transported anterogradely from the
brain by the axons, reaching the optic nerve. It would be possible to detect topographical retinal
dysfunction in the outer rings and the nasal quadrant in the form of an increase in mfERG amplitude in
early-stage MS. With time, in later or more severe stages [7,15,17-19] there would be a decline, as was
detected in [17], in which 5 out of 7 patients showed decreased amplitude with predominant macular
thinning when examined using optical coherence tomography.

In conclusion, a minimally invasive, simple, and accessible test such as mfERG could detect
a glutamate imbalance in MS, even in very early stages of onset or without MRI evidence of damage,
which would facilitate topographical diagnosis. If our hypothesis were tobe corroborated, it would even
allow practitioners to view the advance of secondary degeneration and the efficacy of glutamatergic
balance-regulating treatments over time [68].

Limitations and Future Work

The main limitation of our study is the small size of our database, although the results obtained
are statistically significant and a clear potential biomarker has been identified.

We also consider it necessary to conduct longitudinal follow-up and to monitor late stages of
disease onset to ascertain how this response evolves, as it could indicate the topography of secondary
neurodegeneration or dissemination or those areas most susceptible to damage. It would also be
interesting to assess it during symptomatic episodes.

On the other hand, it would be interesting to analyze and compare the mfERG responses in this
same type of patient but using larger exploratory sectors, as well as adopting shorter exploratory
protocols to make it a faster, simpler, and more comfortable test for the patient, and so reduce the need
for re-explorations that could influence the results due to light adaptation.
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In this study, glutamate levels have not been analyzed, and most patients were being treated with
anti-CD-20 (fingolimod, adalimumab), which could alter these levels due to immunity control.

Regarding our second hypothesis that decomposition of mfERG waves could reveal the responses
of different bipolar cell types; as described above, this could open the way for both basic or translational
and clinical studies.

From the point of view of signal analysis, since the basic version of the EMD algorithm has been
used in this paper to analyze univariate signals, it would be worth evaluating the merits of multivariate
decomposition (MEMD).

The latest clinical decision supportsystems for diagnosing MSare based on artificial intelligence analyze
multifocal visual evoked potentials (mfVEP) [34], optical coherence tomography [69], EEG signals [70],
functional magnetic resonance imaging (fMRI) [71], among others. Biomedical data fusion with advanced
strategies for the analysis by selecting those more discriminant parameters from each exploratory test
would reduce the decision error probability, increase reliability, and therefore reach an earlier and more
precise diagnosis.

5. Conclusions

This paper has researched a possible method of obtaining a valid MS biomarker by analyzing
mfERG recordings. Previous papers have analyzed the morphological characteristics of the signals
(wave amplitudes and latencies), leading to conflicting results in different studies. By combining signal
filtering with EMD and by using the correlation with signals from a normative database as an analysis
parameter, a clear marker (mean value of AUC = 0.90) has been obtained, having greater discriminant
capacity in ring 4 (AUC = 0.96) and in the lower nasal quadrant (AUC = 0.94). Although these results
cannotbe generalized due to the small data size and need to be confirmed in a larger study, they suggest
that the combination of filtering mfERG recordings using EMD and calculating the correlation with
anormative database would make mfERG waveform analysis applicable to assessment of multiple
sclerosis in early stage patients.
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Abstract

Purpose

To investigate superficial retinal microvascular plexuses detected by optical coherence
tomography angiography (OCT-A) in multiple sclerosis (MS) subjects and compare them
with healthy controls.

Methods

Atotal of 92 eyes from 92 patients with relapsing-remitting MS and 149 control eyes were
included in this prospective observational study. OCT-A imaging was performed using Triton
Swept-Source OCT (Topcon Corporation, Japan). The vessel density (VD) percentage in
the superficial retinal plexus and optic disc area (6 x 6 mm grid) was measured and com-
pared between groups.

Results

MS patients showed a significant decrease VD in the superior (p = 0.005), nasal (p = 0.029)
and inferior (p = 0.040) parafoveal retina compared with healthy subjects. Patients with dis-
ease durations of more than 5 years presented lower VD in the superior (p =0.002), nasal (p
=0.017) and inferior (p = 0.022) parafoveal areas compared with healthy subjects. Patients
with past optic neuritis episodes did not show retinal microvasculature alterations, but
patients with an EDSS score of less than 3 showed a significant decrease in nasal (p =
0.024) and superior (p = 0.006) perifoveal VD when compared with healthy subjects.

Conclusions

MS produces a decrease in retinal vascularization density in the superficial plexus of the
parafoveal retina. Alterations in retinal vascularization observed in MS patients are indepen-
dent of the presence of optic nerve inflammation. OCT-A has the ability to detect subclinical
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vascular changes and is a potential biomarker for diagnosing the presence and progression
of MS.

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory demyelinating autoimmune disease of the
central nervous system with axonal degeneration being the main determinant of neurological
disability. The etiology is unknown and the course of MS cannot be predicted. Some patients
are minimally affected by the disease while in others MS progresses quickly towards total dis-
ability. Symptoms of MS will depend on the damaged area and the phenotype. Patients with
the relapsing-remitting (RRMS) phenotype suffer symptoms in the form of outbreaks, which
can last days or even months, and usually disappear leaving functional sequelae. Some of the
most common symptoms are blurred or double vision, muscular weakness, loss of dexterity,
numbness or tingling and pain [1,2].

Examination of patients with MS has shown that abnormalities found in the central nervous
system are also widespread in the neuro-retina. The visual afferent pathway, from the retina to
the visual cortex, is one of the most aftected systems, which underlines the importance of
studying the visual pathway as a source of potential biomarkers in MS. Inflammation, demye-
lination and axonal degeneration in the afferent visual pathway are the main cause of visual
symptoms in MS.

In recent years, optical coherence tomography (OCT) has demonstrated its ability as a non-
invasive way of monitoring neurodegenerative diseases (such as MS, Parkinson’s or Alzhei-
mer’s) based on quantification of axonal loss in the retina [3-6]. With this technique, the visual
pathway is recognized as a model for correlating retinal neurodegeneration and disability in
MS and some authors have demonstrated its potential as an early diagnostic tool [7]. In addi-
tion, the latest OCT software provides measurements of each retinal layer and even measure-
ments of the choroidal plexus, which seems to provide more accurate measurements of axonal
damage and ischemic processes [8-10].

Current diagnostic methods are evolving very rapidly. However, there is still a large time
lapse between the first outbreak of the disease and definitive diagnosis. Early diagnosis is
related to treatment prescription and therefore a good prognosis for the disease. OCT is a pain-
less, innocuous, and non-invasive imaging test capable of providing high-quality images of the
different layers of the retina. In the last 5 years, and due to the high definition of the acquired
images, OCT has become able to determine the existence of vascular density (VD) by analyzing
contrast in images of blood cells in movement [11]. This finding makes it possible to quickly
and easily obtain a 3D cube containing the vascular structures of the retina and the choroid
without the need for contrast injection. Based on the results of previous studies on MS and ret-
inal/choroidal vessel density it has been suggested that MS patients show retinal vascular alter-
ations [12-14]. However, research into the use of OCT-A in this field is still scarce [15,16].
This study aims to analyze retinal VD in patients with MS using optical coherence tomography
angiography (OCT-A).

Material and methods

All procedures in this study adhered to the tenets of the Declaration of Helsinki; the experi-
mental protocol was approved by the Ethics Committee of the Miguel Servet Hospital
(CEICA), and all participants provided written informed consent to participate in the study.
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Based on a preliminary study conducted by our group, we calculated the sample size needed
to detect differences of at least 5 um in the thickness of the CFNR measured by OCT [3], apply-
ing a bilateral test with risk o of 5% and risk B of 10% (i.e. with a power of 90%). In order to
obtain enough sample of patients with MS, which would allow us to study in depth the natural
history of the disease, the non-exposed/exposed ratio was determined to be 0.5. With these
data it was concluded that at least 146 eyes would be necessary (73 from healthy subjects and
73 from MS patients). We included more subjects in both groups to improve power of the
study.

The study group included only patients with the relapsing-remitting multiple sclerosis phe-
notype. MS was diagnosed on the basis of the 2010 revision of the McDonald Criteria and was
confirmed by a neurologist specializing in MS [17]. The control group consisted of subjects
who did not have any type of relevant ocular (epiretinal membranes, glaucoma, age related
macular disease etc) or systemic disease previous were related with retinal vascular density
such as Diabetes mellitus, arterial hypertension etc. Subjects with visual acuity < 0.4 decimal
(6/15 on the Snellen chart), intraocular pressure > 20 mmHg, refractive errors greater than 5
diopters of spherical equivalent refraction or 3 diopters of astigmatism and/or active MS flare
(of any neurological deficit) in the 6 months prior to enrollment in the study were excluded
from the study. Active MS flare was considered a reason for exclusion because acute axonal
loss or neuro-retinal edema could mask neuronal damage secondary to MS progression (i.e.,
chronic neurodegeneration) or modify retinal VD, which were the main targets of this study.
The previous neurological ophthalmological examination was used to detect ocular impair-
ments such as glaucoma, cataract or media opacity that could affect functional vision or retinal
microvascularization. During 12 months all subjects were evaluated for best-corrected visual
acuity (BCVA), pupillary reflexes, ocular motility, anterior segment examinations, intraocular
pressure (IOP) using the Goldmann applanation tonometer, and papillary morphology by fun-
duscopy. Subjects with ocular disease or prior ocular surgery were excluded.

Neurological and ophthalmological examinations were performed less than 3 months
before OCT-A data acquisition.

Evaluation of best-corrected visual acuity was performed using the ETDRS optotype, com-
posed of retro-illuminated sheets under photopic light conditions. Patients were seated at a
4-meter distance from the test and best correction was applied until the best possible visual
acuity was achieved. The BCVA was expressed in LogMAR. Contrast sensitivity was measured
using the Pelli Robson test. This test consists of 6 letters on each line and contrast varies from
major to minor. Each line has two different groups, and triplets of letters have the same con-
trast. It uses a unique spatial frequency of 1 cycle/degree. The test was performed in monocular
mode and with the subject at a distance of 1 meter.

Swept-source optical coherence tomography (SS-OCT) (Triton plus; Topcon Corporation,
Tokyo, Japan) coupled with non-invasive OCT angiography technology (SS-OCT Angio™) was
used to obtain the retinal images. The Topcon SS-OCT uses a tunable laser as a light source to
provide a 1050 nm-centered wavelength. This device reaches a scanning speed of 100,000 A-
scans per second. Because of this, Topcon SS-OCT visualizes the deepest structures of the ret-
ina, detecting even low microvascular density with high sensitivity [18]. All measurements
were taken by a single observer, and only images with signal strength index (SSI) and analyzed
images with quality score above 50 and 40 respectively [19] were included and also images
with movement artefacts were excluded from the analysis.

SS-OCT Angio™ images were acquired using a 6 x 6 mm cube—one cube centered on the
fovea and the other centered on the optic disc—with a resolution of 320 x 320. Surface area
(SA) was measured using Topcon IMAGEnet®) (version 1.19) proprietary software after auto-
mated segmentation of the macular area into superficial vascular plexuses (SVP) (SVP-FAZ)
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including large vessels. Vessel density values were calculated from the internal limiting mem-
brane to the inner plexiform layer. VD refers to the surface, measured in mm2, which limits
the cube in which erythrocyte movement is detected. This software interprets the vascular den-
sity of the blood vessels in the scanning area (6 x 6 mm) as the percentage of that area that is
occupied by the lumens of the vessels. It provides an ETDRS circular grid (3 mm diameter)
which delivers a VD percentage in each of the sections that compose this grid. The grid cen-
tered on the fovea divides the macular region into the central foveal area and a perifoveal ring
divided into the superior, inferior, nasal and temporal sections. The same grid is transferred to
the center of the pit in the optic disc (Fig 1).

Finally, following the Advised Protocol for OCT Study Terminology and Elements (APOS-
TEL) recommendations for reporting quantitative OCT studies, our study was performed
using only one eye in MS patients (randomly selected), except in those patients in which only
one eye had a history of optic neuritis (in these cases, both eyes were included in the analysis
and were treated as independent) [20].

The neurological evaluation in the MS group included the Expanded Disability Status Scale
(EDSS) [21] score, designed by John Kurtzke, which measures patients’ functional disability
and classifies it into specific ranges that indicate the level of disability presented by the patient:
0-3.5 mild; 4-6 moderate; 7-8 severe; 8.5-9.5 very severe; and 10 death. We also categorized
disease duration, prescribed treatments, prior episodes of optic neuritis, and quality of life
(QoL) using the multiple sclerosis quality-of-life score (MSQoL-54). This questionnaire is
based on a generic survey (the RAND 36-Item Health 1.0) with 18 additional MS-specific
items. It consists of a total of 54 items: 52 spread across 12 dimensions (physical health, limita-
tions due to physical problems, limitations due to emotional problems, pain, emotional well-
being, energy, perception of health, social function, cognitive function, concern for health,
quality of life as a whole, sexual function) plus 2 individual items that measure the change in
health status (comparison of current health with that of a year ago) and satisfaction with sexual
function. The dimensions are scored from 0 to 100, where a higher value indicates better
Health-Related Quality of Life. In addition, two subtotals of mental and physical health are
obtained. The MSQoL-54 has been shown to offer good internal consistency, reliability and
theoretical validity [22-25].

OCT B-Scan

Fig 1. Image of angiography optical coherence tomography measured in 6x6mm area in superficial vascular plexus with gird centered in macula. Left image shows
a B-scan with orange lines limiting analyzed zone. Right image shows density map with gird divided in five areas; central, nasal, interior, temporal and superior with
number of percentages of vessel density.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243236.9001
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Statistical analysis: All data studied were recorded in an Excel database and analyzed using
the IBM-SPSS statistical package (SPSS Inc, Chicago, IL, USA, version 20.0). The Kolmogo-
rov-Smirnov test showed that most of the study variables were not normally distributed. Thus,
non-parametric tests were used in our analysis. Comparison between MS patients and control
subjects was performed using the Mann Whitney U test. Differences between groups were ana-
lyzed using a one-way ANOV A and a Games-Howell post hoc test and significance was set at
p < 0.05. To avoid a high false positive rate, the Bonferroni correction for multiple tests was
calculated and the corrected p values were added to the previously calculated data (see Tables).

Results

The study group comprised 149 eyes of healthy subjects (20 males and 129 females) and 92
eyes of MS patients (12 males and 80 females). The average age of the sample was 41.76 + 16.23
years, with no age differences existing between groups (p = 0.955) (Table 1).

MSQoL-54 was completed by 20 MS patients. The scores on the various functional quality-
of-life evaluation scales are shown in Table 2.

The structural analysis performed using OCT-A revealed a higher vascular density in the
peripapillary area in both groups when compared with the perimacular area. It is necessary to
consider that retinal vasculature has some anatomical variations sensitive to axial length,
refraction, age. . . [26], which causes variability in vascular density values. Fig 2 show VD val-
ues in control group and EM group related with age (Fig 2).

The MS group showed significant thinning in the ETDRS nasal macular area (p = 0.029),
superior macular area (p = 0.005) and inferior macular area (p = 0.040) and a significant
reduction in contrast sensitivity (p = 0.008) compared with the control group. Superior macu-
lar area remains minimally significantly low vascular density in EM groups despite removing
the outlier data (p = 0.047) (Table 3) (Fig 3).

Alower vascular density tendency is observed in the group of MS patients, with significance
existing in the nasal, inferior and superior macular areas.

Analysis by subgroup

Analysis by subgroup was performed on the sample of MS patients based on disease duration,
existence or otherwise of previous episodes of optic neuritis and degree of functional
impairment by the disease.

Table 1. Baseline characteristics of the subjects included in the study.

CONTROL MS P

N (eyes) 149 92 -
Eye

Right eye (%) 79 (53) 46 (50)

Left eye (%) 70 (47) 46 (50)
Sex

Female (%) 129 (86.6) 80 (87)

Male (%) 20(13.4) 12 (13)
Age (years) 41.81+ 18.36 41.70 £12.11 -
10P (mmHg) 15.15+ 1.57 15.37 £2.04 0.959
EDSS 2.02+1.43 0.359

Abbreviations: MS, multiple sclerosis; N, number of eyes; IOP, Intraocular pressure; EDSS, Expanded Disability Status Scale.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243236.t001
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Table 2. Mean and standard deviation of MSQoL-54 values in MS patients.
[ MS group
Mean Mean + Std. deviation

MSQoL-MENT 69.92 26.60
DISTRESS 64.97 32.66
OVERALL 63.84 30.47
EMOTIONAL 6527 28.87
MENTAL LIMIT 55.74 45.32
COGNITIVE | 5739 34.90

MSQoL-PHY 65.64 21.29
PHYSICAL 68.63 30.49
HEALTH PERCEP 4529 23.65
ENERGY 48.08 27.86
PHYSICAL LIMIT | 43.70 42.67
PAIN | 60.73 32.10
SEXUAL FUNC 56.49 35.43
SOCIAL | 66.62 35.14
DISTRESS | 64.66 33.21

CHANGE 45.00 26.41

SEX SATISF 70.00 29.91

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243236.1002

To analyze disease duration, one subgroup was created containing patients diagnosed with
MS less than or equal to 5 years earlier (44 eyes) and another subgroup was created with
patients diagnosed with MS more than 5 years earlier (48 eyes). No significant differences in
age, sex or IOP levels were found between the two subgroups. ANOVA analysis with a post hoc
Games-Howell test found a significant decrease in the nasal macular area (p = 0.001), inferior
macular area (p = 0.003) and superior macular area (p < 0.001) in the group that had had the
disease for more than 5 years when compared with the healthy subjects. Also, without outliers,
superior area macular has a decreased vascular density in EM group. There was also a decrease
in contrast sensitivity in both MS groups when compared with healthy subjects (p = 0.026 and
p =0.041) (Table 4).

Two subgroups were also analyzed in the patient group: subgroup MS+ON comprising
eyes of patients with a history of optic neuritis, and subgroup MS-ON comprising eyes that
had never suffered an episode of neuritis. The post hoc analysis indicated a significant decrease
in vascular in the nasal and superior macular areas in the MS+ON group in comparison with
the control group (p = 0.015, p =0.033) and in the MS-ON group in comparison with the con-
trol group (p = 0.019, p = 0.009). Lower contrast sensitivity was observed in the subgroup with
a history of neuritis when compared with the control group (p = 0.004) and with the group of
patients with no history of ON (p =0.036) (Table 5).

Based on the score on the Expanded Disability Status Scale, patients were divided into two
groups: one group with EDSS scores of less than 3 and another group with EDSS scores equal
to or greater than 3. The ANOVA test and the post hoc Games-Howell test for non-parametric
tests showed levels of contrast sensitivity and vascular density (nasal macular area, p = 0.003;
superior macular area, p = 0.001) that were significantly low