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Resumen

La electrorretinografia multifocal es una nueva técnica que permite obtener un mapa topografico de la
actividad eléctrica de la retina, lo que la hace especialmente Util para el estudio de las distrofias retinianas,
como es el caso de la retinosis pigmentaria. El objetivo de este trabajo ha sido analizar la retina de 12
pacientes con retinosis pigmentaria mediante esta técnica. Se utilizd como estimulo una matriz de 61
hexagonos, con cambios de luminancia, que subtiende 60° de angulo visual. En todos los pacientes, la
densidad eléctrica de las respuestas registradas fue inferior a la obtenida en personas con vision normal.
Sélo en un paciente se obtuvieron respuestas en todas las areas estimuladas. En el resto de los pacientes se
observaron areas sin respuesta. El nimero de estas areas vario segun el tipo y severidad de la enfermedad.
Estos resultados muestran la utilidad de la electrorretinografia multifocal para determinar objetivamente el
grado y localizacion de las alteraciones degenerativas de la retina en los pacientes de retinosis pigmentaria.
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Abstract

The multifocal electroretinography is a new technique that allows the obtaining of a topographic map of
electrical activity of the retina that is especially useful for the study of retinal dystrophies, such as the
retinitis pigmentosa. The aim of this work was to analyze the retina of 12 patients with retinitis pigmentosa
through this method. A stimulus pattern of 61 hexagons, with changes in luminance that subtends 60° of
visual angle, was used. In all the patients, the densities of the recordings were lower than normal. Only in
one patient, responses were obtained in all areas stimulated. In the rest, we found unresponsive areas that
varied according to the type and severity of the disease. These results show the usefulness of multifocal
electroretinography to determine the extent and location of the retinal degeneration of the patients.
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epitelio pigmentario, seguida de una
progresiva degeneracion y atrofia de la retina
en todas sus capas. La RP afecta a una entre

1. Introduccion

La retinosis pigmentaria (RP) consiste en un
grupo heterogéneo de distrofias hereditarias
de la retina caracterizadas por una pérdida
inicial de los fotorreceptores y alteracion del
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3.500 y 4.000 personas en el mundo (1). En
Espafia, el nimero de afectados supera los
15.000 y se estima en 500.000 las personas
portadoras de los genes defectuosos y, por

Dpto. de Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Granada

Avda. Madrid, 11. 18071 Granada, Espaia
Email: jmferrer@ugr.es



014

tanto, posibles trasmisores de esta
enfermedad (2).

Existen diferentes formas clinicas de RP. En la
forma de RP denominada bastén-cono, la mas
frecuente, los bastones son los
fotorreceptores mas afectados. En un estadio
temprano, se caracteriza por ceguera
nocturna y reduccion concéntrica del campo
visual. A medida que avanza la enfermedad se
afectan los conos, produciéndose pérdida de
la agudeza visual y alteracién en la visidon de
colores (3). En el tipo de RP denominado
cono-bastdn, existe una alteracion simultanea
de conos y bastones. Esta variante muestra en
un estadio temprano una mayor pérdida del
campo visual central. Sin embargo, los
sintomas visuales son panretinianos y a
menudo incluyen pérdida de la Vvisién
nocturna y del campo visual periférico (3). El
grado de afectacion visual es variable para
ambas formas, siendo posible la ceguera en la
fase mas avanzada. A parte de las formas
tipicas de RP, donde las alteraciones estan
restringidas a la retina, existen formas
complejas o sindréomicas en las que los
pacientes tienen alteraciones asociadas no
oculares como son los sindromes de Usher,
Bardet-Biedl, Refsum, Bassen-Kornzweig vy
Kearns-Sayre o las enfermedades de Batten,
Alstrom y la mucopolisacaridosis (1, 3).

La genética de la RP es compleja y el nUmero
de mutaciones descritas se incrementa
continuamente con nuevos hallazgos (3, 4).
Hasta el momento, se han identificado 59
genes relacionados con la RP (4). Estos genes
codifican proteinas que juegan un papel
importante en diversos aspectos de la
fisiologia visual como es la fototransduccion,
el ciclo visual, asi como la transcripcion y/o
estructura de los fotorreceptores. La RP
muestra diversos patrones de herencia y
algunos genes parecen tener mas de un modo
de transmisién. Las estimaciones de los tipos
de herencia de la RP varian segun los diversos
estudios y oscilan entre 20-41% para los
casos de herencia autosémica recesiva,15-
20% los de autosdmica dominante,10-22%
ligada al cromosoma X, mientras que el 12-
55% restante seria para formas esporadicas,
no asociadas a historia familiar, y catalogadas
como simples (4-6). La edad de comienzo, el
grado de progresion y la presencia o ausencia
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de enfermedades oculares asociadas estan
frecuentemente relacionados con el modo de
herencia, pero la apariencia clinica puede
variar incluso para una misma mutacién entre
los miembros de una familia o entre distintas
familias (4).

El diagndstico vy tipificacion electrofisioldgico
de la RP se realiza habitualmente mediante el
electrorretinograma Ganzfeld (ERG) que
analiza de forma objetiva el estado funcional
de los fotorreceptores (7). La actividad de los
bastones se mide mediante estimulos
luminicos estandarizados tras un periodo de
adaptacién a la oscuridad y la de los conos
mediante estimulos luminicos de mayor
intensidad tras un periodo de adaptacién a la
luz. A diferencia del ERG que mide Ia
actividad global de los fotorreceptores, Sutter
y Tran desarrollaron en 1992 una nueva
técnica denominada electrorretinografia
multifocal (MfERG) y que consiste en la
estimulacién local simultdnea de diferentes
areas de la retina central permitiendo la
obtencion de un mapa topografico con la
actividad eléctrica de dichas zonas (8). Se
utiliza como estimulo un patréon de 61, 103 0
241 hexagonos, de mayor superficie cuanto
mas periféricos, que alternan de blanco a
negro de forma pseudo-randomizada y que se
presentan en una pantalla de luminancia
constante. De cada &rea estimulada se
obtiene un registro que consiste en una onda
bifasica con un componente negativo inicial
(N1) seguido de un pico positivo (P1). El
componente N1 estd producido por la
despolarizacién de las células bipolares tipo
ON, mientras que el pico P1 depende de la
despolarizacion de las células bipolares tipo

ON y OFF y de la recuperacién de las células
bipolares tipo ON, por este orden (9). Al
tratarse de una prueba topografica, ademas
de la amplitud y latencia de onda se obtiene la
densidad de la respuesta retiniana de cada
hexagono expresada en nanovoltios por grado
al cuadrado. Aun cuando las sefiales
obtenidas mediante mfERG se denominan
habitualmente como respuestas, conviene
sefialar que estas no son potenciales
eléctricos obtenidos directamente de las éreas
retinianas, sino que son inferencias
matematicas derivadas de una funcion de
correlacion cruzada entre la sefial obtenida y
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el patron que aparece en la pantalla. Es
importante destacar que debido al alto nivel
de luminancia y a la alta frecuencia de
estimulacién utilizados, la mfERG estudia
principalmente la actividad de los conos. En
resumen y a diferencia de técnicas
precedentes, la mfERG permite un analisis
topografico detallado de la actividad eléctrica
de la retina y la localizaciéon de las areas
alteradas (10, 11). El objetivo de este trabajo
ha sido estudiar la retina de pacientes con RP
mediante la técnica de mfERG, disponible en
nuestro Laboratorio de Neurociencia Visual y
Cognitiva, del Instituto de Neurociencias de la
Universidad de Granada. Conocer lo mas
detalladamente posible el estado funcional de

la retina de los pacientes de RP es
especialmente relevante ya que puede
orientar la aplicacion de los futuros

tratamientos que puedan desarrollarse para
esta enfermedad.

2. Materiales y métodos

Sujetos

Participaron en este estudio 3 voluntarios
sanos (3 mujeres, de edades comprendidas
entre 30 y 70 afios), utilizados como sujetos
control y 12 pacientes de RP (11 mujeres y 1
varon, de edades comprendidas entre 20 y 61
anos), previamente diagnosticados de RP por
los servicios de Oftalmologia y de
Neurofisiologia Clinica del Hospital
Universitario San Cecilio de Granada. Ninguno
de los pacientes presentaba otra patologia
visual asociada. Todos los sujetos dieron su
conformidad para participar en este estudio.
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Electrorretinografia multifocal (mfERG)

La evaluacién de la retina mediante mfERG
se realiz6 con el equipo Diagnosys
(Diagnosys LLC, Lowell MA, USA) y se llevd a
cabo siguiendo las recomendaciones de la
International Society for Clinical
Electrophysiology of Vision (12).

Los participantes (pacientes y controles) se
sentaron a 33 cm de la pantalla de
estimulacion. El estimulo utilizado fue una
matriz de 61 hexagonos que subtiende 60° en
la retina. Los filtros utilizados fueron de 10 Hz y
100 Hz. Los estimulos se proyectaron en un
monitor LCD, con una secuencia m de 14 bits a
75 Hz. La cadencia de los estimulos esta
disefiada de manera que cada hexagono tiene
aproximadamente un 50% de probabilidades
de ser blanco o negro en cada pantalla. La
luminancia de los hexagonos blancos fue de
800 cd/ m’, la de los negros 0 cd/m®y la del
fondo fue de 400 cd/m’. Las sefiales eléctricas
se obtuvieron mediante electrodos corneales
de fibra DTL (Diagnosys LLC, Lowell MA, USA)
y se amplificaron con una frecuencia de
muestreo de 1.200Hz. La respuesta
correspondiente a cada region de la retina se
obtuvo mediante un analisis kernel de orden 1
de la relacidon existente entre la fluctuacion del
campo eléctrico y los cambios de luminancia de
cada hexagono. Esta respuesta consiste en una
onda bifasica con una deflexidon negativa inicial
denominada N1, seguida de un pico positivo
denominado P1. En los sujetos control y en tres
pacientes de RP, en los que se obtuvieron
respuestas en la mayoria de los hexagonos,
también se realiz6 un analisis agrupando las 61
respuestas en 5 anillos concéntricos, tal como
se muestra en lafigura 1.
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Figura 1. A la izquierda se muestra un diagrama con los hexdgonos que pertenecen a cada anillo con su correspondiente nimero.
Los anillos se numeran de 1 a 5, desde el central al mas periférico. En el centro, se muestra el promedio de ondas para cada anillo.
El cursor sefala la localizacién del pico negativo (N1) y el pico positivo (P1). A la derecha se muestra una tabla con los valores de
densidad eléctrica y latencia de P1 para cada anillo (filas). La tercera columna muestra la media + el error estandar de los valores
del grupo control y las siguientes los valores de los pacientes RP1-3. (*p<0.05). A = anillo, D = densidad, L = latencia de P1.
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La onda que se obtiene en cada anillo es un
promedio de las ondas que lo integran, salvo
para el anillo 1 (A1), que corresponde a la res-
puesta del hexagono central (hexagono 31).
Se midi¢d la latencia (ms) y amplitud (nV) de la
onda P1 para cada respuesta individual. Tam-
bién se determind la densidad eléctrica
(nV/deg?) para cada anillo.

Los resultados se analizaron mediante el
paquete estadistico SPSS, usando el test T-
Student para variables independientes vy
corresponden al ojo con los mejores registros.

3. Resultados

El analisis por anillos en los sujetos control
(Fig.1) mostré que la densidad del campo eléc-
trico decrece progresivamente desde
el anillo A1 al A5, siendo esta significativa-
mente menor (p<0.002).

Las latencias de P1 obtenidas en los diferentes
anillos no mostraron diferencias significativas.
En la figura 2A se muestran las respuestas de
cada uno de los 61 hexagonos de un sujeto
control y la representacién tridimensional de
la densidad eléctrica.

Los pacientes RP1-3 mostraron registros
detectables en todos los anillos pero con den-
sidades inferiores a los controles (Fig. 1). Esta
reduccion fue significativa en los anillos A2-4
(p<0.05). De los tres pacientes, RP2 mostro
un retraso de la latencia de P1 en todos los
anillos y RP3 en los tres anillos mas periféricos
(anillos A3-5, Fig. 1). A diferencia de los suje-
tos control, los pacientes RP1-3 mostraron
algunos hexagonos con registros anormales
de morfologia polifasica.

En el caso del paciente RP2, como se muestra
en la figura 2B y que se utiliza como ejemplo,
se observaron ondas polifasicas en el tercio
inferior de la retina, y que se presenta como
una zona de muy baja densidad en la porcion
inferior de la representacion tridimensional.

En los pacientes RP4-12 sélo se obtuvieron
respuestas en algunos de los hexagonos esti-
mulados, como se ejemplifica en la figura 3,
por lo que no fue posible el analisis por anillos.
Asi pues, en estos casos se analizo el trazado
eléctrico hexagono a hexagono. En base a la
localizaciéon de las respuestas analizables
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encontradas, estos 9 pacientes se clasificaron
en dos grupos.
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Figura 2:(A) Enlaizquierda se muestran los 61 trazados
del mfERG del ojo derecho de uno de los participantes
control. En la parte superior se muestran los grados de
angulo visual. En el centro se muestra una ampliacion
del registro correspondiente al hexagono 31 (central)
indicando la densidad eléctrica del mismo. A la derecha
se muestra la representacién tridimensional en funcion
de ladensidad eléctrica.

(B) Resultados del ojo izquierdo del paciente RP2,
afecto de RP sectorial. En el trazado (izquierda) se
observan ondas bifésicas en los dos tercios superiores,
mientras que en el tercio inferior las ondas son
polifasicas anormales. En el centro se muestran dos
ampliaciones. La superior corresponde al hexagono 31
y la inferior corresponde a una onda polifasica. En la
representacién tridimensional (derecha) se aprecia la
zona inferior de minima densidad.

El primer grupo lo integraron los pacientes
RP4-9, en los que se encontrd una onda bifasi-
ca N1-P1 en el hexagono 31 (foveal) y, en tres
de los pacientes, en algunos hexagonos adya-
centes, pertenecientes a los anillos A2 y A3
(Tabla 1y Fig. 4A). La mejor respuesta se obtu-
vo en el hexagono 31, produciendo un pico
central rodeado de zonas con muy baja densi-
dad en la representacion tridimensional (Fig.
3). La densidad del hexagono central fue infe-
rior aladelos controles (p<0.0001) y la laten-
cia de P1 se mantuvo dentro de los limites de
la normalidad (Tabla 1).

El segundo grupo estuvo constituido por los
pacientes RP10-12, en los que no se
registraron ondas bifasicas en el hexagono
central y solo se pudieron observar ondas
analizables en algunas zonas aisladas de la
retina parafoveal estimulada. En el paciente
RP10 se encontraron 4 ondas de morfologia
bifasica en los hexagonos 34 y 52 del anillo
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Figura 3. A la izquierda se muestran los 61 trazados del mfERG del ojo derecho del paciente RP5. En el centro y de arriba a
abajo se muestran las ampliaciones de aquellas ondas en las que fue posible distinguir un componente bifasico N1-P1. Enla
representacion tridimensional (derecha) se observa el pico foveal de actividad junto con una pequefa zona adyacente de
funcionalidad con menor densidad.

Figura 4. Diagramas de los 61 hexagonos usados como estimulos. A) Los hexdgonos sombreados son aquellos que
indujeron ondas bifasicas en los pacientes RP4-9. En estos pacientes se obtuvieron ondas analizables en el hexagono 31
(central) y en algunos hexagonos adyacentes, pertenecientes a los anillos A2 y A3. B) Aparecen sombreados los
hexagonos correspondientes a los pacientes RP10-12, que mostraron ondas de morfologia bifasica en hexagonos
parafoveales aislados.

Pacientes| Densidad | Latencia Hexdgonos A4y en los hexagonos 11y 44 del anillo A5.
RP2 TR e 3032 En los pacientes RP11 y RP12 solo se
encontro una onda de morfologia normal en
RP5 22.2%* 35.8 22,23,32,39 , . .
el hexagono 32 (anillo A2) y en el 45 (anillo
RP6 2834 349 40,24 A4), respectivamente (figura 4B).
RP7 29.6%* 30.8 -
Tabla 1. Resultados correspondientes a los pacientes RP4-
RP8 23.6%* 333 - 9. Se muestran los valores de densidad (nV/deg?) y
latencia (ms) de P1 para el hexagono central H31, asi
RP9 19.3%* 36.6 - como los hexagonos de los anillos A2-A5 en los cuales se
obtuvieron ondas bifasicas. (**p<0.0001).
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4. Discusion

La electrorretinografia multifocal es un nuevo
método que, a diferencia de las técnicas elec-
trofisioldgicas precedentes, permite obtener
un mapa de la actividad eléctrica de la retina
externa, principalmente fotorreceptores vy
células bipolares.

En nuestro estudio, de cada sujeto se analiza-
ron 61 areas retinianas, bien individualmente
0 agrupadas en 5 anillos concéntricos. Como
se muestra en la figura 1, la densidad eléctrica
obtenida en sujetos control es maxima en el
anillo central Al y va disminuyendo progresi-
vamente hasta el anillo mas periférico A5 debi-
do a la disminucién de la densidad de los foto-
rreceptores desde la region foveal a las zonas
parafoveales retinianas. Nuestros resultados
en sujetos normales muestran valores de den-
sidad y latencia de P1 similares a los descritos
por otros autores (10, 11, 13, 14). En compa-
racion con los sujetos control, los pacientes
RP1-3, con respuestas registrables en todos
los anillos, mostraron valores de densidad
inferiores a los controles. Estos resultados
concuerdan con estudios previos en RP y
muestran que la reduccién de la densidad eléc-
trica es el hecho mas caracteristico de la
mfERG en estos pacientes (10, 13, 14, 15).
Lyons y Severns (16) han establecido unos
limites de normalidad de los cocientes de den-
sidad entre el anillo Al y el resto de anillos,
siendo estos 2.6, 4.5, 6.9 y 7.7 para los
cocientes A1/A2-A1/A5, respectivamente.
Valores superiores a los mencionados se con-
sideran anormales. Aplicando este tipo de
analisis, el paciente RP1 muestra valores supe-
riores a los normales en los cocientes A1/A2 y
A1/A3, el paciente RP2 en los cocientes
Al/A4 y A1l/A5, mientras que RP3 muestra
valores normales en todos los cocientes.

Estos datos muestran una disminucién hete-
rogénea de la densidad de los diferentes ani-
llos entre los pacientes de RP. También se
observaron diferencias entre los pacientes con
respecto a la latencia de P1. Asi, mientras que
RP1 mostré valores normales, RP2 mostro
retrasos de la latencia de P1 en todos los ani-
llos y RP3 en los anillos mas periféricos. Estas
diferencias entre pacientes pueden atribuirse
al alto grado de variabilidad interindividual
que presenta la latencia de P1.

Localizacion de areas retinianas alteradas

En este sentido, recientemente Maiti et al.
(17) han mostrado en pacientes de RP retra-
sos significativos en las latencias de P1 en los
anillos A2 y A3 pero no en los mas periféricos,
como habia sido descrito previamente (14). A
diferencia del paciente RP1, en el que se
observaron ondas bifasicas en los 61 hexago-
nos, en los pacientes RP2 y RP3 los registros
correspondientes a los hexagonos del tercio
inferior presentaron una morfologia anormal
polifasica, que se refleja como una zona inac-
tiva en la representacion tridimensional (Fig.
2B). Estos dos pacientes corresponden a un
tipo especial de RP denominada sectorial, no
muy frecuente y que no se incluye en los estu-
dios con mfERG consultados.

En los pacientes RP4-12, la mayoria de las res-
puestas de los hexagonos analizados mostra-
ron una morfologia anormal de aspecto polifasi-
co, encontrandose respuestas con morfologia
bifasica solo en algunos hexagonos aislados,
variando estos segun los pacientes. Este tipo de
registro multifocal refleja un estado avanzado
de la enfermedad. La presencia de registros con
ondas bifasicas en areas dispersas de la retina
indica una funcién preservada de los conos de
dichas areas. Las diferencias entre los pacien-
tes de RP en la localizacion de areas con funcio-
nalidad preservada puede deberse a la variabi-
lidad interindividual de la densidad de conos en
la retina. Asi, se ha estimado que la densidad
de conos de la fovea varia entre 100.000 vy
320.000 conos/mm?’ en sujetos normales (18).
Ademas, pueden influir las variaciones debidas
a una diferente degeneracién de fotorrecepto-
res asociada a la edad (19) y a la duraciéon y/o
gravedad de la enfermedad (13).

En la actualidad no existe tratamiento para la
RP. No obstante, diversas estrategias terapéuti-
cas estan siendo investigadas con el objetivo de
frenar la evolucion de la RP o de restaurar la
pérdida de visién (20). Asi, para la fase inicial
de la enfermedad y con el objetivo de frenar la
degeneraciéon de los fotorreceptores, se estan
investigando diversas terapias génicas o farma-
coldgicas que corrijan las alteraciones que las
mutaciones causantes de la RP producen en el
ciclo visual. Otras lineas de investigacién tratan
de evitar la muerte de los fotorreceptores
mediante factores neurotroficos o antiapoptoti-
cos que reduzcan la produccién de sustancias
retinotdxicas y que limiten el dafio oxidativo.
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Finalmente, y para fases mas avanzadas de la
enfermedad, se estdn investigando las
posibilidades trerapéuticas de implantes de
tejido retiniano o de células madre.

En la mayoria de estos tratamientos se requiere
la aplicacion intravitreo o subretiniana de
capsulas que liberen los agentes terapéuticos.
En este sentido, cuando estos tratamientos
estén disponibles para su aplicacion en
humanos, la identificacion previa mediante
mMfERG de las areas de actividad preservada y
alterada en la retina de los pacientes de RP sera
clave para guiar la aplicacion adecuada del
tratramiento elegido, asi como para la
evaluacion posterior de su eficacia.

5.Conclusion

La mfERG es una de las técnicas mas
avanzadas que existen en la actualidad para el
estudio electrofisioldgico de la retina. Su mayor
ventaja frente a las técnicas precedentes radica
en que permite localizar las dreas anémalas de
la retina.

Nuestros resultados muestran que los
pacientes con RP se caracterizan por una
disminuciéon generalizada de la densidad
eléctrica de las areas analizadas. En formas
especiales de RP, se observan areas con
registros anormales que afectan a un sector de
la retina y en los casos mas graves soélo se
registran respuestas en areas aisladas de la
retina.

Finalmente, el presente estudio muestra la
existencia de una gran variedad interindividual
en la topografia de las alteraciones retinianas
producida por la RP, un aspecto que debera ser
tenido en cuenta en la aplicaciéon de futuros
tratamientos de esta enfermedad.
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