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RESUM DE LA TESI

Titol: Analisi del dany de la via visual i la seva associacié amb la discapacitat en les malalties

inflamatories del sistema nervids central

Introduccid: L'esclerosi multiple (EM), I’espectre de la neuromielitis optica (NMOSD) i la
malaltia associada als anticossos contra la glicoproteina de la mielina (MOGAD) son malalties
inflamatories desmielinitzants del sistema nervios central (SNC). La seva etiologia no és del
tot coneguda i es caracteritzen per presentar una resposta autoimmune complexa influenciada
per factors genetics, metabolics i ambientals. La resposta produeix una inflamacié que acaba
afectant la beina de mielina i pot provocar un alentiment de la transmissié de 1I’impuls nervios.

En tot aquest proces les funcions metaboliques d’algunes molécules es poden veure alterades.

En el cas de ’EM es pot produir un augment de la discapacitat fisica i cognitiva degut tant a
I’activitat inflamatoria com a la neurodegeneracid. Una de les manifestacions cliniques més
freqiients a I’inici o al llarg de la malaltia és la neuritis optica aguda (NOA) en la qual es
produeix una inflamacié del nervi optic i és la causa mes frequient de perdua de visio en joves
adults. A més, la NOA també es pot produir en el context de la MOGAD o la NMOSD amb
uns resultats visuals que difereixen entre elles. A més, el dany en el nervi optic o en altres arees
de la via visual pot transmetre’s de forma transinaptica i afectar regions més remotes. Aquestes
caracteristiques fan de la via visual un bon model per estudiar el dany inflamatori i

neurodegeneratiu de I'EM.

Aquesta tesi busca aprofundir en el coneixement sobre la presencia i I'impacte del dany a la
via visual en les malalties desmielinitzants del SNC i pretén identificar biomarcadors que

ajudin a la prediccié de la discapacitat.
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Hipotesi: L’estudi de la via visual anterior i posterior mitjangant diversos biomarcadors
d’imatge podria ajudar a comprendre els processos inflamatoris i neurodegeneratius aixi com

identificar el risc de deteriorament en I’EM 1 la NOA.

Objectius: Caracteritzar el dany de la via visual en malalties desmielinitzants del SNC i la
NOA, aixi com la seva relacié amb la discapacitat visual i cognitiva a través de I’espectroscopia
Raman, la tomografia optica de coheréncia (OCT) i la ressonancia magnetica (RM). També es
pretén predir la recuperacié visual després d’una NOA i I'evoluci6 del deteriorament cognitiu

en pacients amb EM.

Metodes: Aquesta tesi es compon de tres estudis observacionals longitudinals on s’inclouen
pacients amb EM, altres malalties desmielinitzants i amb NOA de diferents cohorts
prospectives que han estat estudiades entre 2011 i 2022 al Departament de Neurologia i

d’Oftalmologia de I’Hospital Clinic de Barcelona.

La via visual dels pacients s’ha estudiat, depenent de I’objectiu del treball, a través de proves
com la valoracié de I’agudesa visual (AV), I’AV de baix contrast, la visi6 dels colors, el camp
visual, I’OCT, I’espectroscopia Raman, els potencials evocats visuals 1 la xarxa visual cortical
estructural i funcional en ressonancia magnéetica. També s'ha avaluat el deteriorament fisic i

cognitiu dels participants.

Principals resultats: Els resultats de ’estudi d’espectroscopia Raman revelen que en pacients
amb un procés inflamatori cronic per EM, es redueixen els metabolits implicats en la produccio
d'energia i la degeneracio axonal a la retina. L’analisi longitudinal confirma la disminucié de
metabolits relacionats amb les mitocondries i el subministrament energétic, afectats tant pel
dany inflamatori agut com cronic a la retina. A més, els canvis en certes molecules, tant en la
fase cronica com durant la inflamaci6é aguda del nervi Optic, s’associen als canvis estructurals

observats amb I’OCT

En les NOAs varem observar que durant els sis mesos posteriors a la inflamacio de la NOA,
les capes internes de la retina presenten un aprimament moderat durant el primer mes, que
despreés es desaccelera i finalment s’estabilitza. D’altra banda, 1'aprimament inicial de la capa
de cel-lules ganglionars és un indicador de I’AV de baix contrast al cap de sis mesos, iel 1lindar
de GCIPL<75um és capag de predir aquesta pérdua. A més, 1’estat d’alguns components de la

xarxa visual estructural i funcional després de la NOA prediuen la discapacitat visual residual.
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En I’estudi de ’EM hem trobat una forta relacio entre la disminucié del gruix de la retina i el
deteriorament cognitiu al llarg de la malaltia, especialment a partir del 5e any des del seu inici.
A mes, els pacients amb un gruix de la capa de fibres nervioses de la retina<88um tenen un
risc més elevat de patir deteriorament cognitiu en comparacié amb aquells amb un gruix

superior, especialment després dels cinc anys.

Conclusions: Existeixen alteracions del metabolisme energétic, 1’excitotoxicitat 1 el
manteniment neuronal i sinaptic en 'EM i la NOA que es pot detectar a través de
I’espectroscopia Raman. Aquestes alteracions moleculars relacionades amb la degeneracio
axonal s’observen durant la neuroinflamacié 1 mostren canvis dinamics al llarg del temps

suggerint la presencia de neurodegeneracio.

Després d'una NOA, les capes internes de la retina s'aprimen rapidament i de manera severa, i
la recuperacio de la visio és incompleta un cop resolta la inflamacid. Els gruixos inicials de les
capes de la retina i les caracteristiques de la xarxa visual estan associats amb la discapacitat
visual a llarg termini i son predictors dels resultats visuals en la NOA. Aquests resultats
indiquen que el dany es produeix poc després de I’inici de la malaltia i que pot tenir utilitat en

definir la severitat de la NOA i I'actitud terapeutica.

L'atrofia de la retina esta relacionada amb el deteriorament cognitiu en I'EM, demostrant la
connexio entre I'empitjorament cognitiu i la neurodegeneracio. Aquesta associacio es fa més
evident després dels primers cinc anys de la malaltia, indicant que la disfuncié cognitiva és una
manifestacié tardana del dany neuroaxonal acumulat. Els resultats suggereixen una oportunitat
primerenca per a terapies neuroprotectores que evitin les alteracions cognitives. A més, la
quantificacio de la capa de fibres nervioses de la retina a la papil-la ha demostrat ser un bon

predictor del deteriorament cognitiu global en pacients amb EM.
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I. INTRODUCCIO



1. Malalties inflamatories desmielinitzants del sistema nervios

central.

Les malalties inflamatories desmielinitzants del sistema nervids central (SNC) son un grup de
malalties d’etiologia autoimmunitaria en les quals es produeix una inflamaci6 que afecta
predominantment les beines de mielina. Entre elles destaquen I’esclerosi multiple (EM),
I’espectre de la neuromielitis Optica (NMOSD) 1 la malaltia associada als anticossos contra la
glicoproteina de la mielina (MOGAD). La inflamacio del nervi optic o neuritis optica aguda
(NOA) pot presentar-se com a manifestacié d’aquestes malalties o bé ser de causa desconeguda

o idiopatica.
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1.1. Esclerosi Multiple

L’esclerosi multiple (EM) és una malaltia cronica, inflamatoria, desmielinitzant i
neurodegenerativa del SNC. Es considera la primera causa de discapacitat no traumatica en
joves adults. No se’n coneix la causa, pero es creu que ¢és heterogenia 1 multifactorial, mediada
pel sistema immunitari i que es desenvolupa a partir de complexes interaccions entre la genética

i ’entorn [1].

Els simptomes poden diferir segons la ubicacio de les lesions dins el SNC, manifestant-se amb
déficits motors, alteracions sensorials, alteracions visuals o simptomes neuropsicologics, entre
altres [2].
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1.1.1. Prevalenga

L’edat més freqiient d’inici de I’EM és dels 20 als 35 anys, i majoritariament la pateixen més
les dones (ratio de genere 2:1, que esta augmentant) [1,3,4] amb una prevalenca que varia en
funcié de la zona geografica, sent els paisos de la latitud nord els que tenen una taxa més
elevada [1,5] (Figura 1).

Segons I’edicid6 més recent (any 2020) de I’Atles de la Federacié Internacional de 1’esclerosi
multiple, es calcula que a escala mundial hi havia 2,9 milions de persones amb EM [5], amb
una prevalenca de 43,95 persones per 100.000 habitants. A Nord-Ameérica era de 117,49 per
100.000 habitants i a Europa 142,81 per 100.000 habitants [6]. Concretament a Espanya la
prevalenca era de 123 persones per 100.000 habitants [5], amb un total d’11.500 persones
afectades a Catalunya I’any 2019 [7].

Number of people with MS.
Prevalence per 100,000 people

. Unknown
0-25
26-50
51-100
101-200
=200

-

There are 2.9 million people living with MS worldwide.

Figura 1. Prevalenca a escala mundial de persones amb esclerosi maltiple [5].
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1.1.2.  Fisiopatologia

Mentre que la seva etiologia encara no esta ben establerta, ’EM es considera una malaltia
autoimmune complexa desencadenada per una reaccid immune erronia i modulada per la
genética, el metabolisme i alguns factors ambientals [2,8]. S especula que el seu origen pot ser
una infeccid virica que juntament amb altres factors promou la creacié d’anticossos que poden
provocar una reaccié immune erronia, a partir de la qual, i per mimica molecular amb el
patogen, es produeix un atac a les proteines que conformen la mielina del SNC [9-11]. Aquesta
compon la beina que recobreix els axons, facilita la conduccié nerviosa saltatoria, afavoreix la
rapidesa de transmissio de I’impuls nervids [12] i esta formada per lipids que contribueixen a
la regeneracid axonal, funcionen com a font d’energia i actuen com a molecules de

senyalitzacio [13].

L’EM es caracteritza per I’acumulacié de lesions desmielinitzants predominantment a la
substancia blanca del SNC que evolucionen des de la inflamacio a la desmielinitzacio, amb una
remielinitzacio habitualment parcial. També afecta altres cel-lules de la substancia blanca, com

els astrocits, aixi com a la substancia grisa del cervell i la medul-la espinal [1,14].

Des de la perspectiva fisiopatologica, es distingeixen dues fases en ¢l dany tissular de ’EM.
La primera es caracteritza per la inflamacio i implica destruccio de la mielina, i a la segona
s’observa principalment la degeneraci6 axonal. En la fase inflamatoria, la infiltracié de
limfocits T i macrofags conjuntament amb les seves citocines, provoca inflamacié multifocal
causant la desmielinitzacio de les beines de mielina [15-17]. Els limfocits B faciliten I’entrada
dels limfocits T al SNC travessant la barrera hematoencefalica aixi com el seu manteniment al
llarg del temps dins el mateix [18,19]. A més, els limfocits B produeixen anticossos situats a
liquid cefalorraquidi (LCR), coneguts com a bandes oligoclonals, que secreten toxines i poden
atacar els oligodendracits i, amb aquests, la mielina [20]. La remielinitzaci6 d’aquests axons
ajuda a reparar part de la desmielinitzacio, i es produeix a partir de la colonitzacié de les lesions
per part de les cél-lules progenitores oligodendrocitaries o bé aquestes cél-lules contacten amb
els axons desmielinitzats per generar beines de mielina funcionals [21]. En la segona fase es
reflecteix I’efecte residual inflamatori anterior, que a causa de I’activaci6 dels limfocits T,
produeix una alliberacié dels mediadors inflamatoris, citocines i radicals lliures que indueixen
al dany axonal [22,23]. Recentment, s’ha vist que els canvis inflamatoris influeixen en la funci6

de les mitocondries neuronals, provocant I’alteracio en els canals de sodi/ potassi, que acaben
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alterant I’intercanvi de sodi/calci. L’augment de calci intracel-lular produeix una disfuncié
mitocondrial i lesions de tipus hipoxiques, lesionant els axons i induint la neurodegeneracio i
la disminuci6 del procés de remielinitzacio [24]. En aquesta etapa del procés desmielinitzant
existeixen plaques esclerotiques al SNC compostes per cel-lules inflamatories i els seus
productes, axons desmielinitzats i seccionats, i astrogliosi tant a substancia blanca com a
substancia grisa. Tot aix0 pot afectar a la transmissié adequada dels impulsos nerviosos i
produir disfuncions neuronals [14].

Tot el procés cel-lular ve mediat per algunes molécules que participen en el funcionament de
les cél-lules o en la formacio i regeneracio de la mielina. Aquests canvis moleculars també
contribueixen en el procés d’inflamacio a la retina, el qual es produeix majoritariament per
l'activacio de la microglia 1 inclou ’alliberament de citocines proinflamatories 1 la creacio de
l'estrés oxidatiu que deteriora la funcid neuronal 1 afavoreix el dany axonal. L’estudi en
profunditat d’aquests canvis moleculars pot ajudar a millorar la comprensié dels mecanismes
de perdua neuronal 1 la transacci6 axonal en I’EM, cosa que permet dissenyar assajos clinics i

estratégies terapéutiques mes dirigides [25].
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1.1.3.  Expressivitat clinica de la malaltia: brots i progressio.
L’EM s’ha classificat en diversos fenotips tipics que descriurem a continuacio.

En algunes persones que no han presentat simptomes de la malaltia i que es realitzen una
ressonancia magnetica per raons diferents que la sospita d’EM ¢és possible detectar lesions
tipiques al SNC i es considera que tenen una sindrome radiologica aillada (SRA). Algunes
d’aquestes persones es diagnostiquen d’EM en presentar simptomatologia clinica en forma de
brots o disfuncié neurologica progressiva. Els brots es defineixen com a periodes
d’empitjorament dels simptomes 1 posterior millora o recuperacid. Aquests estan presents tant
en la sindrome clinica aillada (SCA) descrita com a primer episodi agut que afecta una o
ocasionalment diverses localitzacions, com en la forma d’EM remitent-recurrent (EMRR) en
que es compleixen els criteris diagnostics de disseminacio en temps i espai i representa el 85%
dels casos aproximadament [1,8,14,26]. La forma EMRR pot evolucionar cap a I’EM
secundaria progressiva (EMSP), forma en qué I’empitjorament dels simptomes €s progressiu 1
en el qual se solen presentar menys brots. L’evolucié a formes progressives ha disminuit en
gran manera en els Ultims temps, passant del 25% al 2% durant els primers deu anys de malaltia,
gracies a la preséncia de millors tractaments i a un diagnostic mes inicial, millorant aixi la
qualitat de vida dels pacients [27]. A més, ’EM es pot manifestar per I’empitjorament dels
simptomes 1 la progressio des de I’inici, en una forma progressiva, referida com EM primaria
progressiva (EMPP) en aproximadament un 15% de les persones diagnosticades (Figura 2)
[1,8,14].
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Figura 2. Evolucio de I’esclerosi multiple en les seves formes cliniques en relacié amb els
brots i amb la discapacitat. SCA: sindrome clinica aillada; EMRR: esclerosi multiple remitent
recurrent; EMSP: esclerosi multiple secundaria progressiva; EMPP: esclerosi multiple primaria

progressiva [1].

Els estudis realitzats en els Gltims anys posen en dubte aquesta classificacio per fenotips, ja que
les diferents formes d’EM comparteixen mecanismes de dany i part de I’evoluci6, i descriuen
que la malaltia evoluciona de manera continuada en funcié del moment d’inici i d’acord amb
’edat de la persona [28-30].

Durant els primers anys de 'EM ¢s més freqiient que es produeixi una elevada activitat
inflamatoria a escala focal acompanyada d’una perdua accelerada del volum cerebral [31,32].
Aquesta inflamacid és un dels dos mecanismes que pot produir un augment de la discapacitat,
I’associat a la falta de recuperaci6 total o parcial del brot (RAW). El segon mitja que pot produir
un augment de la discapacitat esta associat a mecanismes de neurodegeneracio i és independent
a la presencia del brot (PIRA) (Figura 3). Tot i que les dues formes poden causar deteriorament
permanent en qualsevol fase de la malaltia, RAW és més habitual en formes recurrents o en les
primeres fases, mentre que PIRA ho és en les formes progressives o en etapes més tardanes,
encara que la discapacitat de les formes recurrents o en les fases inicials de la malaltia també

es pot donar sense 1’efecte d’un brot [33].
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Figura 3. Mecanismes pels quals s’assoleix la discapacitat. a) RAW (empitjorament associat

al brot). b) PIRA (progressié independent del brot) [28]. Figura adaptada.

A partir d’aquestes idees, la definicio i I'evolucio de la discapacitat en les persones amb EM,
han fet replantejar alguns conceptes claus de la patologia, observant que la discapacitat esta
associada tant mecanismes inflamatoris com neurodegeneratius de la malaltia, la qual cosa
dona suport al plantejament de la patologia com un continuum i no pas a partir de fases

cliniques.

D’altra banda, una mala recuperacié del brot pot implicar una major severitat en els brots
posteriors [34] i pot estar associada amb els mecanismes de plasticitat cerebral que decauen
amb I’edat. D’aquesta manera, els pacients més grans i amb una major durada de la malaltia
son els que recuperen pitjor, i els brots polisimptomatics o localitzats a tronc encefalic, cerebel
o medul-la espinal tenen pitjor pronostic [35]. De fet, la localitzacio del brot, aixi com el
nombre i el volum de les lesions, poden ser un factor predictiu sobre el risc de discapacitat, tant

en la seva tipologia com en la mateixa discapacitat [36]. A més els brots que es presenten en
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els primers anys son els més associats a la discapacitat a llarg termini, d’aqui la importancia
del control de I’activitat inflamatoria especialment a I’inici de la malaltia a través del tractament
farmacologic. De fet, durant els primers cinc anys €s quan es produeix una major taxa de perdua

de volum cerebral [32,37].

A part de la discapacitat tamb¢ la presentacio clinica de ’EM ¢és heterogénia, depenent de la
localitzaci6 de les lesions desmielinitzants dins el SNC (Taula 1). Les manifestacions cliniques
més frequients es donen tant en lI'ambit visual, en el cas de la neuritis optica aguda (NOA), com
en simptomatologia sensorial, manifestacions motores o alteracions de 1’equilibri, pero també
hi ha altres simptomes com el deteriorament cognitiu, la fatiga o les alteracions de 1’estat

d’anim que poden estar presents [1,2].
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Taula 1. Signes i simptomes de 1’esclerosi multiple en funci6 de la ubicacio de la lesio [14].

Simptomes Signes
Cervell Dificultats cognitives Deéficits en atencié, memoria i funcions
executives (aviat).
Hemisensorial i motor Signes de neurones motores superiors
Nervi optic | Dolor i pérdua de visi6 monocular | Escotoma, agudesa visual disminuida,
alteraciod en la visio dels colors i defecte
pupil-lar relatiu aferent.
Cerebel i Tremolor Tremolor postural i d’accid, disartria
vies
cerebelars | Falta de destresa i d’equilibri Falta de coordinacio en les extremitats i
ataxia de la marxa
Tronc Diplopia i oscil-lopsia Nistagmus, oftalmoplegia internuclear.
encefalic
Vertigen
Dificultats en la deglucid Disfagia
Neuralgia del trigemin Alteracio dels parells cranials
(hipoesteésia trigeminal, debilitat facial)
Simptomes paroxistics
Medul-la | Debilitat Signes de neurona motora superior
espinal Alteracio sensitiva Alteracio de la sensibilitat superficial i
Inestabilitat profunda
Ataxia sensitiva
Rigidesa i espasmes dolorosos Espasticitat
Urgencia i incontinencia urinaria. | Bufeta hiperactiva
Dificultat per iniciar la micci
Impoténcia erectil
Restrenyiment
Altres Dolor
Fatiga

Sensibilitat a la temperatura i
intolerancia a l'exercici
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1.1.4.

Escales de discapacitat fisica. Mesura EDSS i MSFC.

Per a avaluar els pacients amb EM, I’instrument més utilitzat és I’escala de discapacitat

ampliada de Kurtzke (EDSS, Expanded Disability Status Scale) [38]. Aquesta escala examina

els diferents sistemes funcionals del SNC (Taula 2), cosa que permet quantificar la progressio

de la malaltia i valorar aixi I’eficacia del tractament administrat. La seva puntuacid esta

compresa entre 0 (estat neurologic normal) i 10 (mort per EM) en increments de 0.5 (excepte

entre els valors de 0 a 1.0, en que I'increment és d’un punt). Els valors inferiors de 1’escala

mesuren deficiéncies basades en 1I’examen neurologic mentre que el rang superior a 4.0 depen

de la capacitat de caminar de forma autonoma o la necessitat de suport (Us de bast6, cadira de

rodes o enllitament) (Figura 4) [39].

Taula 2. Sistemes funcionals avaluats a 'EDSS i la seva expressio clinica [38,40]. Taula

adaptada.

Sistema funcional

Elements avaluats a I’exploracio neurologica

Funcions piramidals

Reflexos, forca a les extremitats inferiors i superiors

Tronc encefalic

Moviments oculars externs, nistagmus, dany al trigemin,
debilitat facial, perdua auditiva.

bufeta urinaria

Visual Agudesa visual, camp visual, escotoma i pal-lidesa en el
disc optic.

Cerebral Memoria, concentracio, estat d’anim

Cerebel-16s Coordinacio de moviments o equilibri, tremolor, ataxia.

Sensitiu Sensacions superficials de tacte, dolor, disestésies,
sensacio de posicio.

Funcions intestinals i de la | Funcions urinaries, de tracte intestinal i sexuals.

Cerebral

Alteracions cognitives.
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Figura 4. Rangs d’afectacio del pacient en funcié del grau de discapacitat (EDSS) [41].

Una altra escala per a valorar la discapacitat en EM és el Multiple Sclerosis Functional
Composite (MSFC) [42], que inclou I’avaluacié de la funci6 de les extremitats inferiors
calculant el temps de marxa cronometrada en caminar 25 peus (T25FT), I’avaluacio de la
funcié de les extremitats superiors a partir de la prova de la clavilla de 9 forats (9HPT) on es
mesura la velocitat de col-locar unes clavilles en els forats destinats a aquesta funcid i una
prova datencié i memoria de treball per avaluar les funcions cognitives (PASAT, Paced
Auditory Serial Addition Test).

L’EDSS és ’examen més acceptat per a I’avaluacié de la funcionalitat en les persones amb
EM a la consulta clinica, mentre que el MSFC és utilitzat (com a segona avaluacio) a la recerca.
De fet, es considera que ambdds examens sén complementaris, ja que el MSFC proporciona
informacié sobre aquelles dimensions que no estan cobertes per ’EDSS, per exemple les

funcions de les extremitats superiors o les habilitats cognitives [39].
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1.1.5. Discapacitat cognitiva. Evolucio de I’afectacio cognitiva i escales de

la malaltia.

El deteriorament cognitiu afecta una gran proporcio de persones amb EM, s’estima entre un 40
i un 70%, i pot estar present independentment de la discapacitat fisica [43], implicant una pitjor
percepcio de la qualitat de vida en la persona [44].

La cinquena edici6 del Manual diagnostic i estadistic dels Trastorns Mentals (DSM-5, publicat
per 1’Associaci6 Psiquiatrica Americana) [45] avalua la simptomatologia dels trastorns
cognitius a partir de sis dominis principals (atencié complexa, funcions executives,
aprenentatge i memoria, llenguatge, habilitats perceptives motores i reconeixement social) i

discuteix el cas de ’EM dins els trastorns cognitius lleus.

La varietat en les manifestacions cliniques, també en I’aspecte cognitiu, depen principalment
de la ubicaci6 i I’extensié de les plaques del SNC, del dany cortical 1 I’afectacié de les xarxes
neuronals. Les funcions cognitives més freqiientment afectades son 1’atencid, la velocitat de
processament de la informacio, I’aprenentatge i la memoria episodica, tot i que també la
memoria de treball, les funcions executives i la presa de decisions, i la memoria semantica es
poden veure alterades [46-48]. Encara que aquestes alteracions es produeixen lentament i
poden presentar-se des de I’inici de la malaltia, son més freqiients en fases avangades i en
persones amb formes progressives d’EM [49,50]. En concret, a partir del cinque any de la
malaltia les dificultats cognitives comencen a ser evidents [49,51]. Tot i aix0, no tots els
dominis cognitius es deterioren de la mateixa manera. Mentre que alguns autors identifiquen
alteracions en la velocitat de processament de la informacio 1 I’atencié complexa en fases més
inicials de la malaltia [52], altres descriuen que aquesta primera pérdua es produeix en la
memoria verbal i la memoria visual. A partir del quinze any, quan comenca el declivi de la
malaltia observant-se els efectes de la pérdua axonal i neurodegenerativa de I’etapa anterior,
trobem una afectacio cognitiva més global veient-se afectats la resta de dominis cognitius
(Figura 5) [51].
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Figura 5. Evolucio de la cognicid i dels diferents dominis cognitius en funcio de la durada de
la malaltia en persones amb esclerosi multiple. a) Valors globals de cognicio. b) Diferents

dominis cognitius [51].

Altres aspectes que estan relacionats amb la cognicié i poden influir en els resultats de les
avaluacions cognitives son el nivell educatiu aixi com I’exercici habitual dels habits
intel-lectuals, anomenat reserva cognitiva, que es reconeix com un factor protector tant en la
cognicié global com en el domini de memoria verbal [46,53] ajudant a evitar el deteriorament
cognitiu. A més, 1’estat d’anim alterat de la persona s’ha relacionat amb uns pitjors resultats en

els examens cognitius, millorant aquests quan la simptomatologia depressiva disminueix [54].

L'heterogeneitat de la malaltia i la falta de consens en I’avaluacio cognitiva de I’EM fa que els

resultats no siguin comparables en tots els estudis.
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Des del punt de vista de I’examen cognitiu, es considera que és necessari fer una avaluacié
basica i un seguiment obligatori quan el pacient esta estable com a minim amb la prova de
modalitats de simbols i digits (SDMT), test que valora la velocitat de processament de la
informaci6 i I’atencio complexa i és utilitzat com a test de cribratge cognitiu [55]. Hi ha bateries
de tests neuropsicologics que permeten fer un cribratge més detallat dels déficits cognitius en
I’EM. L’examen The Rao’s Brief Repeatable Neuropsychological Battery (BRB-N) és una de
les eines amb més sensibilitat i especificitat (71% sensibilitat i 94% especificitat) [56] i
ampliament utilitzada per detectar cinc dels sis dominis cognitius principals. Els examens que
avaluen els diferents dominis cognitius son el PASAT [57] examina la memaria de treball, el
SDMT [58] estudia la velocitat de processament de la informaci6 i 1’atencié complexa, el Word
List Generation Test (WLG) [59] valora la funcio linguistica i la fluencia verbal, el 10/36
Spatial Recall Test (SPART) [60] mesura la memoria perceptivomotora/visuoespacial i es
refereix a alguns aspectes de les funcions executives i el Selective Reminding Test (SRT) [61]

avalua I’aprenentatge i la memoria verbal [56,62].
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1.1.6. Tractaments

Les opcions de tractament de ’EM son multiples i van dirigides a modificar-ne 1’evolucio; sent
I’objectiu final evitar els brots de la malaltia i la progressi6 de la discapacitat. Els tractaments
modificadors de la malaltia es divideixen entre els d’eficacia moderada i baix risc i que
tradicionalment han estat prescrits com a primera opcio, i quan I’activitat de la malaltia no esta
ben controlada es canvien habitualment per farmacs d’alta eficacia, amb més risc d’efectes
adversos. Avui en dia els tractaments es prescriuen de manera individualitzada i consensuada
amb el pacient segons la historia i evolucio de la seva malaltia, els factors pronostics i les

comorbiditats, seguint els criteris de recomanacid descrits i actualitzats [63,64].
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1.1.7.  Ressonancia magnética

La ressonancia magnética (RM) té una elevada sensibilitat per a detectar anormalitats
macroscopiques al cervell i a la medul-la espinal de forma no invasiva, localitzant les plaques
esclerdtiques tipiques en aquesta malaltia [1]. En el cas de la RM convencional, és la prova
més utilitzada per a donar suport al diagnostic segons els criteris de McDonald 2017, criteri
que actualitza les versions anteriors [65], aixi com per a monitorar el seguiment. En concret
mostra lesions a la substancia blanca amb sequéncies ponderades en T2, inclosa la recuperaci
d’inversi6 atenuada en liquid (FLAIR), que permeten la visualitzaci6 de diferents graus
d’inflamacié, desmielinitzacid, gliosi i dany axonal, i sequéncies ponderades en T1 que
permeten visualitzar lesions actives realcades amb el contrast gadolini [66,67]. Es considera el

Gold Standard entre les técniques d’imatge per a monitorar ’evolucié de I’EM [68].

En ’EM hi ha una pérdua de volum cerebral accelerada que ja és present en etapes
primerenques [69]. Concretament, la pérdua de volum cerebral, de volum talamic i de
substancia grisa sembla ser més rapida durant els primers 5 anys de la malaltia [31,32], i després
es desaccelera (Figura 6). A més, aquesta perdua de volum esta associada als nivells de

discapacitat fisica i cognitiva [70].

Dynamics of percentage brain volume loss (Jacobian)
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Figura 6. Dinamica de la perdua de volum cerebral en pacients amb esclerosi miltiple. Els
punts de color units per una linia representen les trajectories individuals de canvi en el volum

cerebral. La linia vermella fosca representa el model poblacional [31].
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La RM no convencional o avangada, que ens permet quantificar de forma més precisa els
processos patologics subjacents de la malaltia, ha demostrat tenir una major sensibilitat per
detectar el dany cerebral i una major associacié amb els canvis clinics. La imatge ponderada
de difusio (DWI) mesura el moviment microscopic de les molécules d’aigua obstaculitzat per
les estructures cel-lulars i ha permeés descriure els canvis microestructurals relacionats amb la
desmielinitzacio i el dany axonal en 'EM [71,72]. A partir d’aquesta informacid i
conjuntament amb calculs matematics complexos s’obtenen les imatges del tensor de difusio
(DTI). Les imatges de DTI proporcionen diversos valors, com el factor d’anisotropia fraccional
(FA), que indica la direccionalitat dels axons del SNC (substancia blanca), la difusivitat
radial/axial (RD i AD) i difusivitat mitjana (MD) que quantifiquen la magnitud de la difusié
dins el voxel [73]. Les métriques quantitatives de DTI, comel FA, AD, RD i MD, sén altament
sensibles a canvis a escala microestructural. Tot i aix0, sovint son dificils d'interpretar a causa
de la seva limitada especificitat biologica, ja que diverses caracteristiques biologiques (com la
mielinitzacid, la densitat axonal i la dispersié de I'orientacié de les fibres) poden influir en els
valors de cadascuna de les metriques de DTI. Recentment, shan desenvolupat tecniques
avancades de RM de difusio amb millor sensibilitat i especificitat a certes propietats

microestructurals [74].

El procés de tractografia, basat en imatges de DWI, permet reconstruir les trajectories de les
fibres de substancia blanca en el cervell. Aquesta tecnica utilitza algoritmes de seguiment de
fibres per crear mapes tridimensionals que representen les connexions estructurals entre
diferents regions cerebrals. La tractografia és una eina poderosa per estudiar la connectivitat
estructural del cervell i proporcionar informacié quantitativa sobre la integritat i I'organitzacio

de les vies neuronals mitjancant la teoria de grafs [75].

Una altra modalitat d’imatge avangada és la ressonancia magnética funcional (RM funcional).
Aquest tipus d’imatges permeten detectar canvis en el senyal dependent del nivell d’oxigenacid
de la sang (BOLD) a les regions de la substancia grisa, reflectint indirectament I'activacio
neuronal en viu. En aquest cas es té en compte la preséncia d’hemoglobina desoxigenada
respecte a ’oxihemoglobina, que tenen propietats magnetiques diferents, per a detectar el
senyal BOLD [76,77]. Per tant, a partir dels nivells d'oxigen, aquesta técnica obté imatges que
reflecteixen l'activacié de diferents zones del cervell. Hi ha dos paradigmes principals de RM
funcional, el primer es basa en tasques, on s'avaluen les regions cerebrals activades durant una
tasca especifica (com cognitiva 0 motora), el segon és en estat de repos (rs: resting-state), que
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mesura les fluctuacions espontanies del senyal BOLD entre diferents regions del cervell,
reflectint relacions funcionals "intrinseques™ [77].

La representacio de la connectivitat estructural i funcional es pot visualitzar mitjancant mapes
de connexions que mostren com les diferents regions del cervell estan interconnectades a través
de la substancia blanca o funcionalment. Aquests mapes son essencials per entendre les xarxes
neuronals i poden ajudar a identificar alteracions en la connectivitat associades a la malaltia.
La teoria de grafs s’utilitza per analitzar el connectoma cerebral i pot contribuir a comprendre
I’organitzacid de les diferents regions del cervell i la connectivitat entre elles. L’analisi de
connectivitat mitjancant aquesta teoria defineix diferents regions d’interés del cervell (ROI) 1
les representa a partir de nodes (regions de substancia grisa cerebral) interconnectats a partir
d’arestes (edges: fibres de substancia blanca cerebral, valors de DTI o senyals BOLD) formant
aixi una xarxa neural (Figura 7) [78] que s’explica a partir de diverses mesures que estan
descrites a la Taula 3. Per tant, la combinacio de la connectivitat estructural i funcional

proporciona una comprensio mes completa funcionament del cervell.

Figura 7. Esquema de xarxa neural a partir de nodes i linies de corrent [79]. Figura adaptada.
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Taula 3. Mesures més utilitzades en les técniques de grafs [77].

Node (node): regions cerebrals.
Aresta (edge): relacié funcional o estructural entre regions cerebrals.
Fortalesa del node (nodal strength): suma dels pesos de totes les connexions que estan assocats amb aquest node.

Longitud del cami i eficiencia (Path length and efficiency): La longitud del cami (path lenght) és el nombre minim d'arestes que cal recorrer
per anar d'un node a un altre. La inversa de la longitud mitjana del cami més curt €s una mesura relacionada coneguda com a eficiéncia global
(global efficency). La longitud del cami i I'eficiencia global mesuren la capacitat d'intercanvi d'informacio a tota la xarxa. L'eficiencia local (local
efficency) d'un node concret és la inversa del cami mes curt mitja que connecta a tots els seus nodes veins, i mesura la transferencia d'informacio

a la proximitat immediata de cada node.

Coeficient d'agrupament i transitivitat (Clustering coefficient and transitivity): La fraccié de triangles al voltant d'un node individual es
coneix com a coeficient d'agrupament (clustering coefficient), i equival a la fraccio de veins del node que també son veins entre si. El coeficient
d'agrupament reflecteix la segregacié de la xarxa (network segregation), la capacitat que es produeixi un processament especialitzat dins de
grups interconnectats de regions cerebrals. La transitivitat (transitivity) €s la ratio de triangles a triades a la xarxa i és una alternativa al coeficient

d'agrupament.
Modularitat (modularity): Mesura la qualitat de la divisié d'una xarxa en moduls.

Centralitat (centrality): Mesura la importancia relativa d'un node o aresta dins de l'arquitectura global d'una xarxa.
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Grau (degree): Nombre d'arestes unides a un node determinat.
Node central (Hub): Node que ocupa una posici6 central en I'organitzacio general d'una xarxa.

Assortativitat i jerarquia (Assortativity and hierarchy): L'assortativitat (Assortativity) és una mesura de la tendencia dels nodes a connectar-
se amb altres nodes de grau igual o similar. La jerarquia (Hierarchy) és la tendéncia dels nodes a connectar-se amb altres nodes que no estan
connectats entre si. L'augment de l'assortativitat i la reducci6 de la jerarquia indiquen un deteriorament de l'eficiencia del cablejat pel que fa al

sistema.
Grau mitja de la xarxa (Mean network degree): grau mitja de tots els nodes de la xarxa i una mesura de la densitat de la xarxa.

Eficiencia del modul (Module efficiency): Avaluacio de I'eficiencia de la comunicacio tant dins de les xarxes estructurals com entre elles.
Eficiencia intramodul: Mesura l'eficiencia global de la transferéncia d'informacio dins del modul. Eficiencia intermodul: Mesura l'eficiencia
global de la transferencia paral-lela d'informacio entre dos moduls diferents. Modul: Grup de nodes que manté un gran nombre de connexions

mutues i un petit nombre de connexions amb nodes fora del seu grup.

Eficacia de la xarxa (Network efficiency): Avaluacio del rendiment de I'intercanvi d'informacio de les xarxes funcionals cerebrals de petit mon

(small world), on I’agrupament és elevat i les distancies baixes.
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En I'EM, les metriques de DTI s'han utilitzat per descriure les alteracions del teixit del SNC i
predir la progressio de la discapacitat, encara que només proporcionen una aproximacio de les
propietats del teixit [80]. Els estudis de DTI indiquen una disminuci6 de FA i un augment de
MD/RD i AD en diverses regions de substancia blanca en pacients amb EM, reflectint un dany
en la integritat tissular aixi com desmielinitzacio, dany axonal o gliosi [81]. Concretament, s’ha
relacionat el rendiment fisic i motor amb canvis en FA al cos callds i el tracte piramidal [82,83],
i la discapacitat cognitiva amb les vies que connecten les arees cerebrals corticals
frontoparietals, els nuclis profunds de la substancia grisa i lI'insula [79,84]. L’augment de MD
com a mesura de la pérdua d'integritat microestructural en la substancia grisa esta també
associada amb I'empitjorament de la discapacitat clinica [85,86]. A més, en el seguiment de
pacients amb EM, la discapacitat global i motora esta més estretament relacionada amb la
substancia blanca que amb la microestructura de la substancia grisa, mentre que la cognicio

s’associa principalment amb les propietats microestructurals de la substancia grisa [87].

Aquesta tecnica no Unicament ha permeés demostrar que la xarxa estructural en pacients amb
EM és diferent que en subjectes sans, o que ’estructura de la xarxa esta relacionada amb la
discapacitat fisica i cognitiva i la quantitat de lesions. A més, ha permes identificar I'existéncia
d’un elevat nombre de connexions alterades i la seva relacié amb el rendiment cognitiu [79,88].
També s’ha estudiat com la progressio de la malaltia pot disminuir la connectivitat cerebral en
pacients amb EM [89,90]. I en el cas de la connectivitat funcional en estat de repos, els pacients
amb EM han mostrat una reduccié de la xarxa en comparacido amb els subjectes control,
correlacionant aquesta reduccié amb un deteriorament clinic i cognitiu mes greu [91]. De fet,
aquests biomarcadors poden ajudar a coneixer millor les bases per les quals es produeix la
discapacitat en ’EM. Tot i aix0, avui dia encara hi ha incongruéncies entre I’augment 1 la
disminucié de la connectivitat en aquests pacients depenent del moment de I’analisi, sent

necessaries noves dades que ho clarifiquin [92]

A banda de la valuosa informacié que ens aporta la RM, aquesta té unes limitacions tals com
I’elevat cost de ’aparell, la durada de les adquisicions i la dificultat de processament de les
imatges aixi com del mateix procés d’adquisicid especialment en subjectes que pateixen
claustrofobia. Es per aquesta rad que és necessari trobar nous biomarcadors complementaris a
la RM per comprendre I’evolucié de la malalta. En aquest aspecte hi ha un elevat potencial dels
biomarcadors que analitzen la via visual com a model per comprendre el dany inflamatori i
neurodegeneratiu de la malaltia.
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1.2 Neuritis optica aguda

La Neuritis optica aguda (NOA) és la causa més freqlient de pérdua de visio en joves adults.
Es tracta d’una inflamaci6 del nervi optic que pot estar associada a I’EM com el primer brot o
donar-se al llarg de la malaltia. També es pot associar a altres trastorns inflamatoris, com la
malaltia de I’espectre de neuromielitis optica (NMOSD) o la malaltia associada als anticossos
contra la glicoproteina de la mielina (MOGAD). A més quan es presenta de forma aillada es
considera idiopatica [93].

En I'ambit fisiopatologic, la NOA implica inflamacié i desmielinitzacié del nervi optic. Igual
que amb ’EM, en el moment de la inflamacié s’activen els limfocits T periferics que es
desplacen a través de la barrera hematoencefalica i alliberen citocines i altres mediadors
inflamatoris que condueixen a la degeneracio axonal i la mort neuronal [94]. A més, en aquest
procés estan implicades algunes molecules que participen tant en el procés inflamatori com en

el funcionament cel-lular, o en la formacio i regeneracié de la mielina.

De les diferents formes en la que es pot manifestar la NOA, el diagnostic etiologic precis en el
seu inici no ¢€s senzill 1 es basa tant en I’avaluacid clinica com en la utilitzacié d’imatges
cerebrals, orbitals i de la retina. La deteccio d’anticossos pot indicar-ne la causa. El diagnostic

adequat pot facilitar el tractament oportu dels pacients [93,95].

La simptomatologia entre les diferents etiologies de NOA pot variar en la seva severitat, pero
essencialment els pacients pateixen peérdua d’agudesa visual o borrositat, discromatopsia,

reduccid del camp visual i dolor ocular, especialment quan hi ha moviment dels ulls [96].

Els tractaments depenen principalment de la gravetat de la neuritis. Per atacs aguts de neuritis
optica es prescriuen corticoides a altes dosis, també es poden realitzar recanvis plasmatics en
casos refractaris greus. Per tal de valorar I’impacte de la medicacio sobre la discapacitat visual
dels pacients amb NOA, actualment s’esta estudiant la importancia de la dosi de tractament en

el moment agut i I’impacte del temps que es tarda fins al moment d’inici d’aquest [97].

Depenent de I’etiologia de la NOA ¢és possible que el pacient requereixi un tractament

immunosupressor per evitar recurréncies o brots desmielinitzants en altres localitzacions [93].
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Dr’altra banda, és important distingir la causa subjacent de les neuritis Optiques perqué algunes

terapies utilitzades per tractar I’EM poden empitjorar el curs de la malaltia NMOSD [98,99].
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1.2.1.  Neuritis optica associada a I’esclerosi multiple.

La NOA amb freqiiéncia pot representar el primer simptoma de I’EM, entre un 20 i un 40%
dels casos, o es pot presentar com un brot al llarg de la malaltia fins a un 80%. En ambdds

casos és generalment lleu i respon al tractament amb corticoides [100].

El 50% de les NOAs desenvolupen EM al cap de 15 anys [101]. La seva incidéncia s’estima
entre 1,5-5,1 casos per 100.000 habitants, afecta majoritariament dones joves caucasiques i la

mitjana d’edat d’aparici6 és de 31-32 anys [95].

A escala fisiopatologica, les lesions del nervi optic son molt similars a les lesions cerebrals en
I’EM. Durant la fase aguda, es produeix una inflamacié desmielinitzant que pot provocar
diversos graus de bloqueig en la conduccié del nervi i pérdua visual. En aquesta etapa,
s’observa una activacio predominant de les cel-lules T, amb alliberaci®6 de citocines
proinflamatories, encara que també poden estar implicades les cél-lules B i la microglia. La
resolucié de la inflamacio i la recuperacio visual es produeix en les setmanes segiients. Encara
que es produeix una certa remielinitzacio, en el qual els canals de sodi es redistribueixen en els
segments desmielinitzants millorant la conduccio nerviosa, aquesta sol ser parcial augmentant
la vulnerabilitat dels axons que sobreviuen al dany. Com a consequiéencia, la recuperacio visual
pot ser incompleta, probablement degut als efectes de la desmielinitzacié persistent i la perdua
axonal [102].

A escala clinica, la NOA es caracteritza per la pérdua visual parcial o total en I’ull que la pateix,
amb afectacio del camp visual (CV) en forma d’escotoma central, discromatopsia i dolor a
I’orbita (peri-orbital o retro-orbital) que es veu agreujat amb el moviment ocular [102—-104].
La seva recuperacio sol ser bona i la simptomatologia residual resultant acostuma a ser
discromatopsia i una agudesa visual de baix contrast reduida. Alguns pacients tenen dificultats
amb la percepcié dels moviments en objectes llunyans (fenomen de Pulfrich) i empitjorament
transitori de la visi6 relacionat amb els canvis de temperatura corporal (fenomen d’Uhthoff)
[103,105]. Respecte als signes que la identifiquen, en el fons d’ull es pot observar el nervi optic
com a normal si la inflamaci6 es troba a la porcio retrobulbar del nervi, mentre que
aproximadament una tercera part dels pacients poden tenir inflamacio6 del disc optic o papil-litis
1 edema de disc causat per la neuritis. Generalment, ’afectacid del nervi optic és curta i
unilateral. La recuperaci6 visual es detecta cap als 60-70 dies sent la seva restauracié maxima

al cap de 6 mesos des de I’inici de la inflamacié [96,106].
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Es recomana avaluar els pacients amb EM o sospita de la mateixa encara que no tinguin queixes
visuals per la possibilitat que existeixi una NOA amb manifestacions més subtils, com defecte
pupil-lar aferent o anomalies en les proves complementaries (per exemple, potencials evocats

visuals, tomografia de coherencia optica o ressonancia magnetica) [1,98].
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1.2.2.  Neuritis associada a malaltia de I’espectre de neuromielitis optica

(NMOSD)

La NMOSD és una malaltia poc frequent, cronica, desmielinitzant i autoimmune del SNC
caracteritzada per episodis aguts autolimitats de neuritis optica aguda, mielitis transversa i/o
sindromes cerebrals, com 1’area postrema, presentacions diencefaliques o hemisferiques. Es
calcula que un 75% de pacients amb NMOSD s6n seropositius per anticossos contra
I’aquaporina 4 (AQP4) [107].

El rang de prevalenca de la NMOSD és de 0,5-4/100.000 habitants, perd pot arribar a
10/100.000 habitants en certs grups racials [108]. A Catalunya I’any 2016, la prevalenga
observada era de 0,89/100.000 habitants. Majoritariament dones (relaci6 3:1), de mitjana d’edat

42 anys, i un 73% AQP4 seropositius [109].

Des del punt de vista de la fisiopatologia, els canals d’aigua AQP4 es concentren en els botons
terminals dels astrocits i les cel-lules de Miller, tenen una funci6 facilitadora del moviment
bidireccional d’aigua entre el cervell i la sang 1 entre la sang i el LCR itambé es troben implicats
en la neuroexcitacio, la migracié astrocitaria i la neuroinflamacio [110]. En unir-s’hi la
immunoglobulina G patogenica AQP4 (marcador AQP4-Ig) s’inicia el procés inflamatori a
través dels limfocits B, provocant finalment la mort dels astrocits, la desmielinitzacio
inflamatoria del SNC i el dany al teixit neural [110,111]. La localitzacid i distribucié dels
astrocits i la seva funcio al llarg del nervi optic de forma extensa podria ser la causa que els
anticossos contra I’AQP4 afectin a tot el nervi i no Unicament a la porci6 més anterior del
mateix [100].

Es reconeix una forta associacié entre la seropositivitat a I’AQP4 i la preséncia de NOA [112].
En aquest cas, la NOA acostuma a ser greu i amb mala recuperacio, resultant una agudesa
visual final de 0,1 o pitjor en molts dels casos. A més, ’afectacid6 pot ser bilateral en
aproximadament un 20% dels pacients i freqlientment recurrent. Hi pot haver edema de disc i
la lesio se sol situar al llarg del nervi optic, a més també es pot veure afectat el quiasme i les

cintetes optiques de manera més comuna que en altres tipus de NOA [98].
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1.2.3.  Neuritis associada a la malaltia associada als anticossos contra la
glicoproteina de I’oligodendrocit (MOGAD).

La MOGAD és una malaltia desmielinitzant inflamatoria del SNC amb la preséncia
d’anticossos que reaccionen especificament contra la glicoproteina de la mielina de
l'oligodendrocit (MOG) [113]. La NOA és la presentacio clinica més comuna, tant en adults
com en infants, seguida de la mielitis transversa i també, en menor freqiiencia, es pot presentar

afectacio a altres arees del SNC. En nens és frequent també la forma d'encefalomielitis [114].

Tot i que la seva prevalenca mundial no esta ben definida, els estudis realitzats indiquen que a
Europa és de 2,0-2,5 persones/100.000 habitants [113] i a Catalunya, la prevalenga I’any 2016,
era de 0,42/100.000 habitants [109].

En lI'ambit fisiopatologic, aquesta malaltia es caracteritza per la presencia d’anticossos que
reaccionen especificament contra la MOG, proteina present a la mielina [100,113]. Es
considera un atac “de fora cap a dins” on els anticossos 1 les c¢l-lules immunitaries activades
(limfocits T) a la sang periférica creuen la barrera hematoencefalica en el moment de I’atac o

brot i tenen com a objectiu la mielina [115].

En referir-nos a la simptomatologia, la perdua de visié acostuma a ser greu (inferior a 0,1 a
I’inici de la malaltia), pero tipicament es recupera bastant bé (Unicament el 5-14% tenen una
agudesa visual igual o pitjor a 0,1 al final). Es manifesta amb dolor en la majoria dels casos
(80%) i acostuma a ser bilateral fins a un 50% dels pacients. El dolor i la perdua visual

acostumen a respondre bé al tractament amb corticoides a altes dosis [98,116,117].

A T’exploracio, I’edema de disc és comu (70-80%) [98,116,117]. La majoria dels pacients
(80%) tenen afectat gran part de la longitud del nervi optic, veient-se involucrat també el

quiasme optic [118].

A diferéncia de la NOA associada a NMOSD i1’associada a ’EM, la NOA MOGAD pot existir
com a malaltia que es dona en un sol cop o de forma recurrent. Tot i que €s menys severa que
la NMOSD associada a AQP-4, la freqliencia dels episodis fa que pugui existir una major

perdua visual a llarg termini [114].

49


https://paperpile.com/c/4xPFkl/AFrLf
https://paperpile.com/c/4xPFkl/Ojo9U
https://paperpile.com/c/4xPFkl/AFrLf
https://paperpile.com/c/4xPFkl/ID4Ty
https://paperpile.com/c/4xPFkl/AFrLf+7iR05
https://paperpile.com/c/4xPFkl/F3pdZ
https://paperpile.com/c/4xPFkl/PsE6x+ea8FO+yckPi
https://paperpile.com/c/4xPFkl/PsE6x+ea8FO+yckPi
https://paperpile.com/c/4xPFkl/Kl9M2
https://paperpile.com/c/4xPFkl/Ojo9U

1.2.4.  NOA idiopatica

Es parla de neuritis optica idiopatica quan es presenta de manera aillada i no hi ha evidencia de
lesions a altres parts del SNC (cervell o medul-la espinal) ni s’ha trobat cap anticos

potencialment patogen associat a la mateixa [93].

Al cap de 15 anys després d’una NOA idiopatica, es calcula que el risc de desenvolupar una

EM és del 25% [96].

La seva incidéncia varia segons 1’étnia, la geografia, els criteris diagnostics i el temps de
seguiment. Dels estudis realitzats, al Japd parlen d’una incidéncia d'1,03 casos/100.000
habitants [119], mentre que a Finlandia es descriu que hi ha 3 casos/100.000 habitants [120].
Del total de NOA tipiques, es considera que un 27% son idiopatiques [96].

Fisiopatologicament, tot i tenir unes caracteristiques similars a la NOA associada a I’EM, no

se’n coneixen les causes subjacents [98].

Els signes 1 simptomes que presenten aquests pacients son similars a la NOA associada a ’EM
i de fet, son considerades conjuntament en molts estudis [121]. Es tracta de persones amb bona
recuperacio visual, tot i que entre un 5 i un 10% tenen una recuperacié pobra, i refereixen
deéficits en la qualitat visual residual, probablement degut a 1’elevada freqiiéncia de les neuritis

optiques recurrents en alguns casos [98,122,123].
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1.2.5.

Taula 4. Caracteristiques dels diferents tipus de neuritis optiques agudes estudiats. Es considera que tant la neuritis optica aguda (NOA)

Caracteristiques dels diferents tipus de neuritis optiques agudes.

associada a I’esclerosi multiple com la NOA idiopatica tenen unes caracteristiques similars [98]. Taula adaptada.

NOA associada a EM/
idiopatica

NOA associada a MOGAD

NOA associada a NMOSD

Edat més prevalent en adults que igual de prevalent en nens que en [ més prevalent en adults que en
en nens adults nens

Ratio de génere (dona: home) | 2:1 1:1 9:1

Dolor frequient (90%) frequient (90%) comu (50%)

Bilateral inusual (5%) comu (40%) ocasional (20%)

Pérdua severa de visio 33% >80% Greu >80% Greu

<20/200 o inferior

Visio del color anormal anormal anormal

Patré de camp visual

difis 37%, central 29%

difls 22%, central 73%

difls 26%, central 46%,
altitudinal 22%

Fons d’ull (examen clinic)

edema de disc lleu infreqlent:

36%

Frequent edema de disc 70-80%,
comunament de moderat a sever:
56%

edema de disc lleu infreqtient: 30
%

Recuperacio

Bona recuperacio

Bona recuperacio

Mala recuperacid
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2. Estudi de la via visual.

La via visual s’ha considerat una finestra cap al cervell i un bon model per con¢ixer 1’afectacid
del SNC [124], ja que es compon d’un sistema visual anterior i un de posterior molt ben
definits. Un dels principals components, la retina, té una formacio similar al cortex [125], és
una estructura facilment visible amb gran definici6 amb tecniques d’imatge, i1 esta ben
caracteritzada des del punt de vista anatomic. Aixi, la via visual ens pot permetre identificar
I’alteraci6é del SNC en viu en les malalties desmielinitzants, ja que permet estudiar I’impacte
del dany directe dels seus components, com quan hi ha una NOA, i també del dany transinaptic

que es transmet entre les diferents parts de la via visual.

En aquest sentit, es pot distingir entre (Figura 8):

> Via visual anterior: des de la retina fins al cos geniculat lateral del talem.
La retina esta formada per les seguents cél-lules [126]:

e Els fotoreceptors (cons i bastons) son els transductors sensorials del sistema

visual que converteixen I’energia electromagnética (Ilum) en senyal nerviosa.

e Les cel-lules bipolars, n’hi ha de diferents tipus 1 la seva funcid és la percepciod

visual, la distincié de colors, contrastos, etc.

e Les cél-lules ganglionars de la retina, mantenen una resposta sostinguda a la
il-luminacié que reben en relacio amb la diferencia de contrast entre el centre i

I’entorn.

A més, la informacié d’aquestes neurones ve modulada per les cel-lules

amacrines i les horitzontals.
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Posteriorment, el nervi optic (format pels axons de les cél-lules ganglionars) creua les
fibres nasals al quiasme oOptic, resultant les cintetes optiques (formada per fibres nasals
de I'ull contralateral amb les temporals del mateix ull). Les cintetes o tractes optics

sinapten amb el cos geniculat lateral.
> Via visual posterior: des de cos geniculat lateral fins al cortex visual.

Composta pels axons del cos geniculat lateral que comprenen les radiacions optiques i

projecten al cortex visual primari (V1).

ey TYYXITN)

¥

Radiacions-optiques

J
A

~Nervi optic

N

N
Sinapsi optica CGL

VIA VISUAL ANTERIOR VIA VISUAL POSTERIOR

Figura 8. Imatge de la via visual [127]. Figura adaptada.

Per tal d’avaluar la via visual s’utilitzen diverses proves que seran descrites a continuacio.
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2.1  Proves funcionals de la visio

La via visual aferent es pot avaluar a través de diverses proves funcionals que quantifiquen
I’agudesa visual, 1’agudesa visual de baix contrast, la visi6 dels colors i el camp visual.
Aquestes proves son altament reproduibles [128] i han estat estudiades en relaci6 amb la
discapacitat dels pacients amb EM i en la NOA.

Agudesa visual (AV)

Es defineix ’agudesa visual com la capacitat del sistema visual per discriminar dos estimuls
en D’espai. Per tal de determinar I’AV, es presenten tests (optotips) amb un elevat contrast i
amb lletres de diferents dimensions a una distancia fixa. La mida més petita de lletra que

I’observador és capag de veure es considera el valor llindar d’AV.

L’AV es pot expressar amb diferents nomenclatures o unitats, 1 totes elles es basen en la
definicio de I’angle minim de resolucid6 (MAR). Aquest permet al sistema optic huma distingir
dos punts com a estimuls diferents i no depén de la distancia a la qual es presenta I’objecte.

L'agudesa visual es calcula com la inversa d’aquest llindar [129].

De les diferents nomenclatures, la fraccido d’Snellen és una de les més utilitzades. En ella el
numerador és la distancia a la qual el pacient esta situat respecte al test i el denominador la
distancia a la qual una persona amb visio perfecta hauria de veure la linia més petita d’aquest
test. Es pot expressar en metres o en peus (Figura 9) [130]. L’AV decimal s’obté de la divisio
de la fraccido d’Snellen. La inversa de la fraccid d’Snellen representa el minim angle de
resolucié (MAR). | el logaritme en base 10 de MAR (inversa de la fraccié d’Snellen) és
LogMAR, que representa un sistema de puntuacid lineal en contrast amb totes les altres
puntuacions no lineals d'agudesa visual. A la taula 5 es presenten les equivalencies entre les

diferents nomenclatures d’AV.
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Figura 9. Fraccio d’Snellen. A la imatge superior 1’objecte és vist a la distancia esperada amb

AV 6/6, a la imatge inferior I’objecte €és vist a una distancia inferior (en aquest cas 1’agudesa

visual és menor) [131].

Es considera que I’AV objectiu o normal és 1,0, 20/20, logMAR 0, en la que MAR és 1°.

Taula 5. Equivaléncia dels valors d’agudesa visual Snellen en peus, decimal i logMAR [129].

Taula adaptada.

Snellen Decimal logMAR
20/20 1,0 0
20/25 0,8 0,1
20/32 0,63 0,2
20/40 0,5 0,3
20/50 0,4 0,4
20/63 0,32 0,5
20/80 0,25 0,6
20/100 0,2 0,7
20/200 0,1 1

L’AV es pot mesurar amb elevada precisio a partir del test estandarditzat Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) que és 1’optotip més utilitzat en recerca (Figura 10). El
test esta estandarditzat segons la quantitat de lletres per linia, ’espai entre les lletres a cada
linia, la diferencia de grandaria que hi ha entre les linies i la il-luminacié del mateix test
[132,133] i va ser dissenyat segons la nomenclatura logMAR amb la intencié d’incloure un

rang molt ampli d’AV i per tal d’estandarditzar les mesures [134].
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Figura 10. Test d’agudesa visual ETDRS [132,133]

Agudesa visual de baix contrast (AV de baix contrast)

La sensibilitat al contrast és I’habilitat del sistema visual per a diferenciar un objecte respecte
al fons, 1 dona informaci6 sobre els detalls dels objectes, per exemple reconeixer la cara d’una
persona o desplacar-se distingint cantonades o desnivells. Per a cada freqliencia espacial
(cicles/grau), mesura que es pot assimilar a I’AV, es determina un llindar de sensibilitat al

contrast que és capagc de veure la persona, tal com es veu representat a la figura 11.

INVISIBLE

INVISIBLE

LOG
CONTRAST
SESITIVITY

1 10 100
[I] SPATIAL FREQUENCY mﬂ[lﬂﬂml
LOW HIGH

Figura 11. Relacié de la sensibilitat al contrast amb la freqliencia espacial [135]

Els valors de la sensibilitat al contrast depenen de la graduaci6 optica no corregida, de 1’edat

de la persona, de I’existéncia de malalties oculars (cataractes, degeneracié macular associada
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al’edat...) o del diametre pupil-lar que té la persona, i per tant es tracta d’'una mesura complexa

d’estandarditzar [136].

El processament de la informacié de la via visual es produeix a través de diferents canals basats
en la selectivitat de les neurones, especialment a partir de les cél-lules bipolars i les ganglionars,
que responen selectivament a l'orientacid i la freqliéncia espacial de I’estimul i transmeten

aquesta informacio al cortex visual [135].

Per altra banda, es defineixen tres tipus de patrons de pérdua de sensibilitat al contrast que
veiem representats a la Figura 12. El patro tipus 1 mostra una pérdua tipica de sensibilitat al
contrast amb freqliencies espacials elevades i és normal en les baixes. Aquest patro és tipic en
etapes inicials de malalties oculars com la degeneracidé macular associada a 1’edat o les
cataractes. A mesura que aquestes malalties avancen, es veuen alterades les freqliencies
espacials baixes passant al patro tipus 2. El patro tipus 3 mostra una sensibilitat al contrast
normal per frequéncies elevades (i AV normal) i reduida en freqiiencies espacials baixes (i
baixa AV). Aquest patr6 és tipic en persones amb EM, NOA, glaucoma primari d’angle obert,
papil-ledema i diabetis [135].
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Figura 12. Patrons de pérdua de sensibilitat al contrast en relacio amb les freqliencies espacials
[135]

Hi ha diversos examens que permeten I’avaluacio de la sensibilitat al contrast, els més utilitzats
a I’EM son el test Pelli-Robson, que valora la sensibilitat al contrast avaluant la mateixa mida
de lletres pero disminuint-ne el contrast, i 1I’Sloan que avalua la minima mida de lletra que el

subjecte pot veure amb un contrast fix.

L’AV de baix contrast s’avalua amb el test d’Sloan, que esta estandarditzat de la mateixa

manera que ’ETDRS 1 que es pot presentar en diferents percentatges de contrast (10%, 5%
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2,5%, 1,25%) [137]. Podem veure representats aquests tests amb relacié a la frequéncia
espacial a la figura 13.
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Figura 13. Optotips de baix contrast en relacié amb la freqliencia espacial [138]

Les proves amb el test Sloan 2,5% (Figura 14) tenen una major sensibilitat per a detectar valors
anormals en aquesta mesura que les proves amb el Pelli-Robson, en que el resultat és inferior
a ’esperat en pacients amb NOA no recuperada. Per aquesta rad, la prova més utilitzada en
’actualitat en pacients amb EM és el test d’Sloan 2,5% [137,139], ja que avalua la zona de

perdua del patro 3 de sensibilitat al contrast amb relacio a les frequéncies espacials.

ZSOKN

Figura 14. Test d’agudesa visual de baix contrast, lamina Sloan 2,5% [137]

En el test d’Sloan 2,5%, una diferéncia de 7-10 lletres és estadisticament significativa i

s’utilitza per a caracteritzar un individu valorant la discrepancia de resultats entre els dos ulls
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0 la seva millora al llarg del temps, i també per a descriure els canvis en I’ambit poblacional

[106,137,139].

Aguesta mesura pot estar alterada en persones encara que tinguin una bona AV, la qual cosa
justificaria la mala percepcidé que pot tenir I’individu respecte a la seva qualitat visual, i la
dificultat en algunes activitats de la vida diaria tals com la lectura, el reconeixement facial o
la conducci6 [137]. D’altra banda, tot i ser una mesura molt sensible, també té certes limitacions

com el valor sol per AV baixes o per gruixos de les capes de la retina molt disminuits [139].

Visio dels colors

L’alteracio en la visié dels colors es produeix a conseqiiéncia de I’afectacio d’alguns dels cons
que formen la capa dels fotoreceptors (R-red, alteracio en la percepcio6 dels vermells i els verds.
G-green, alteracio en la percepciod dels verds i vermells. B-blue, alteracio la percepcio de blaus

i grocs).

Es pot valorar a partir de diferents tests, els més utilitzats son I’Ishihara, habitualment utilitzat
per descartar discromatopsies congeénites, com a test de cribratge que utilitza lamines
pseudoisocromatiques i té un gran potencial per detectar discapacitat en la visio del color a
I’eix verd-vermell, i el test de Farnsworth-Munsell compost per petites fitxes (pot presentar-se
amb 15, 28 o 100 peces) que el pacient ha d’ordenar per tons de color 1 avalua els tres eixos de
color. ElI Richmond Hardy-Rand-Rittler (HRR) (Figura 15) és un test que utilitza lamines
pseudoisocromatiques i permet 1’avaluacio en els tres eixos de color RGB, tant en color com

en saturacié [140,141].

Figura 15. Exemple de lamina pseudoisocromatica en el test HRR [141].
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Camp visual (CV)

La mesura del Camp visual (CV) s’utilitza per a avaluar la visié periférica quan la persona
esta mirant un objecte central, la qual és Gtil des del punt de vista funcional per a ajudar en la
seva orientacio i la mobilitat [142].

En la perimetria estatica automatitzada, normalment s’avaluen els 24-30 graus centrals del CV
i es presenten estimuls lluminosos fixos de diferents intensitats per mapar el CV del pacient,
habitualment durant 200 ms. Aquests estimuls apareixen en ubicacions preestablertes pel
perimetre i tenen diverses intensitats, en funcié de la resposta del pacient. La intensitat es
refereix a la mida, la luminancia i la forca de l'estimul Huminds. Un exemple de perimetria

automatitzada és el camp visual de Humphrey (Figura 16).

Monitor de fijacién: APAGADO Estimulo: Ill, Blanco Diametro de pupila: 5.2 mm Fecha: 12-01-2023
Objetivo de fijacion: Central Fondo: 31.5 ASB Agudeza visual Hora: 03:44
Pérdidas de fijacién: 0/0 Estrategia: SITA-Fast RX Ds DC X Edad: 48

Errores falsos positivos: 0%
Errores falsos negativos: 0 %
Duracion de la prueba: 02:18
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Figura 16. Camp visual dins els limits de la normalitat
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2.2 Tomografia de coherencia optica (OCT)

L’OCT és una tecnica de diagnostic per a la imatge, no invasiva, reproduible, econdomica i ben
tolerada realitzada a partir d’imatges tomografiques (per seccions) en tres dimensions. Utilitza
un laser de baixa coheréncia en I’espectre de I’infraroig (840 nm), que permet obtenir imatges
de la retina en viu dels teixits biologics en el segment anterior i posterior de I’ull [68]. De fet,
s’ha descrit com una manera d’observar les capes de la retina similar a una “biopsia optica” en
temps real [143], que permet la identificacio de detalls morfologics que anteriorment només es

podien veure a partir de les analisis histopatologiques [144] d’un pacient mort o un ull enucleat.

La valoraci6 realitzada a partir de ’analisi de ’OCT retinal esta centrada tant en les mesures
maculars com papil-lars. Els nous algoritmes de segmentacio aplicats a ’OCT analitzen les
diferents capes de la retina amb elevada precisié [68,145,146], i aix0 permet tant I’avaluacio

in situ (o transversal) com el seguiment al llarg del temps o longitudinalment.

L’OCT ha contribuit al coneixement de la patofisiologia de ’EM 1 la NOA. Les capes
estudiades amb més freqliencia son la pRNFL (capa de fibres nervioses de la papil-1a) i la
GCIPL (capa de cel-lules ganglionars més plexiforme interna) a la macula [1], que permeten
valorar la via visual aferent [128]. Aixi i tot, la resta de capes maculars, especialment amb

pacients amb NOA, també han estat analitzades [106].

L’OCT macular permet distingir les diferents capes que formen la retina (Figura 17) descrites

a la taula 6:
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Céel.lules ganglionals

\.~__— Cél.lules amacrines

Cel.lules bipolars
Ceél.lules glials
Cél.lules horitzontals

Cons

Bastons

Figura 17. Tomografia de coheréncia optica macular, capes i esquema neuronal. a) Fons d’ull
b) OCT macular dins la normalitat (Spectralis®, Heidelberg Engineering). ¢) Esquema

neuronal amb relacio a I’OCT [147]. Figura adaptada.
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Taula 6. Descripcio de les capes de la retina analitzades a partir de la tomografia de coheréncia

optica.
Capa Sigles Descripci6 i funcio
Membrana ILM Capa més interna de la retina.

limitant interna

(Internal limiting membrane)

Capa de fibres
nervioses de la
retina

MRNFL
(Macular retinal nerve fiber
layer)

Axons de les cel-lules ganglionars que
formen el nervi optic.

Capa de cél-lules
ganglionars

GCL
(Ganglion cells layer)

Nuclis de les cél-lules ganglionars.

Capa plexiforme
externa

IPL
(Inner plexiform layer)

Sinapsis de les cél-lules bipolars amb les
cel-lules ganglionars.

Capa nuclear

interna

INL
(Inner nuclear layer)

Cel-lules amacrines i
horitzontals.
Preséncia de nuclis de les cél-lules glials

0 de Muller.

bipolars,

Capa plexiforme
externa

OPL
(Outer plexiform layer)

Sinapsis dels fotoreceptors amb les
cel-lules bipolars i horitzontals.

Capa nuclear | ONL Nucli dels fotoreceptors (cons i bastons).
externa (Outer nuclear layer)
Membrana ELM Membrana per on passen les fibres dels

limitant externa

(External limitant membrane)

cons i els bastons.

Fotoreceptors

Photoreceptors

Cons i bastons.

Epiteli
pigmentari de la
retina

RPE
(Retinal pigment epithelium)

Capa de cel-lules que forma la barrera
hematoretiniana externa i controla el pas
de fluids i soluts des de la coroides cap a
I’interior de la retina.

Membrana de
Bruch

BM
(Bruch membrane)

Es produeix el transport dels residus
metabolics dels fotoreceptors fins a la
coroides.

Coroides

A través dels vasos sanguinis que hi son
presents es nodreix i subministra oxigen
a la retina.

La capa de c¢l-lules ganglionars s’estudia conjuntament amb la plexiforme interna per la falta

de definicié entre elles. Per tant, a partir d’ara parlarem de les dues capes conjuntes com a
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GCIPL (Ganglion Cell plus Inner Plexiform Layer).

A la figura 18 observem la capa peripapil-lar de fibres nervioses del nervi optic (pPRNFL) que
esta formada pels axons de les cél-lules ganglionars. El gruix de la pRNFL mesura de manera
especifica la perdua axonal del SNC que no es veu afectada per la inflamacié (excepte durant

la NOA) i esta menys influenciada per I’astrogliosi que la pérdua de volum cerebral mesurada
a través de la RM [148].

Figura 18. Tomografia de coheréncia optica papil-lar amb valors dins la normalitat d’un
pacient amb esclerosi maltiple a) Fons d’ull. b) OCT papil-lar (Spectralis®, Heidelberg)
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2.3 Potencials evocats visuals

Els potencials evocats visuals (VEP) son senyals en resposta a estimuls visuals que es recuperen
de Dactivitat electroencefalografica al cortex visual i es registren mitjangant eléctrodes

col-locats a cuir cabellut [149].

VEP és un mitja d’avaluaci6é funcional de la integritat de la via visual en la NOA. L’examen
de mfVEP (multifocal VEP) permet I’avaluacioé de petites regions independents dins el camp

visual i fer un seguiment de la funcié del nervi optic (Figura 19) [150].

a) b)

' .

Figura 19. Potencials evocats visuals multifocals en una persona sana. a) Imatge visualitzada

pel pacient. b) Resultats a la prova en tot el camp [151]

Es considera que I’amplitud dels VEP reflecteix el nombre de fibres nervioses optiques
funcionals, i per tant informa sobre la gravetat de la inflamacio del nervi optic en I'etapa aguda
de la NOA i la degeneracié axonal en etapes posteriors [152]. La latencia, en canvi, mostra
principalment la velocitat de la conduccié del nervi optic [150], sent una mesura sensible a la
desmielinitzacié i remielinitzacio del nervi optic i pot millorar amb un tractament

remielinitzant [153].
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2.4 Qualitat de vida percebuda en relacié amb la qualitat de la visio

La necessitat de valorar la qualitat de visidé percebuda en pacients amb dificultats visuals ha
implicat la creacié de questionaris que estudien la qualitat de vida en relacié amb els problemes

visuals.

En I’EM i la NOA el qiiestionari més utilitzat per a valorar la qualitat de visio percebuda és el
NEI-VFQ25 més el seu suplement neurooftalmologic, que avalua les dimensions de salut més

importants percebudes pels pacients que tenen malalties visuals croniques [154-156].
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2.5 Espectroscopia Raman

L’espectroscopia Raman €s una técnica laser que permet detectar els canvis d’estat de I’energia
vibracional molecular quan la llum hi incideix, i el seu estudi ha permes identificar un patr6

(espectre Raman) per a cada molécula avaluada.

Es planteja utilitzar I’espectroscopia Raman per fer la valoracio dels canvis moleculars a través
de la retina en viu, ja que aquesta tecnica té la maxima especificitat entre les tecniques optiques
per a detectar canvis moleculars. Tot i aix0, la seva interpretacié és complexa perqué les
biomolécules tenen moltes bandes Raman 1 algunes d’elles tenen estructures moleculars
similars, sent complicada la seva distincio. Després d’anys de recerca, I’aplicacio estadistica
de resolucid6 multivariant de corbes ha permeés extreure de manera efica¢ la informacié
codificada en els espectres complexes, com els obtinguts en 1’espectroscopia Raman, tot i que
hi ha molécules més facilment distingibles que altres, a causa del mateix soroll de la tecnica
[25,157].

A través d’una analisi de mostres de cultiu de cel-lules ganglionars extretes de retina de ratolins,
s’han identificat algunes molecules que poden tenir un rol important en la neuroinflamacio i
neurodegeneracio de la malaltia. Les molécules seleccionades tenen una bona relacio
senyal/soroll (Figura 20) i existeix una correlacid entre la concentracio molecular i la intensitat

del Raman [25]. Les molecules estudiades en dissolucio estan descrites a la taula 7.
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Figura 20. Espectre Raman pel lactat a) en pols b) en soluci6 salina [25]

on

Intensity {10‘ counts)

=]

Per tal d’analitzar els canvis de les molecules seleccionades a través de la retina en viu s’ha
creat un prototip d’espectroscopia Raman (Raman spectrophotometer v1.0) conjuntament amb
Ymaging SL adaptant un aparell Spectralis® Heidelberg Engineering. Potencialment, aquesta

técnica pot permetre quantificar les molecules de la retina en els pacients amb un dany del
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SNC per una malaltia desmielinitzant i en NOA, ajudant a entendre millor com es
desenvolupa aquest dany i identificant biomarcadors Utils per dissenyar noves estratégies

neuroprotectores.
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Taula 7. Molécules estudiades, funci6 i influéncia a I’esclerosi multiple.

Molécula Funcio Influéncia a PEM

Citocrom C Proteina transportadora | Els mitocondris ajuden a preservar la integritat estructural dels axons mielinitzats.

[158] d'electrons dels mitocondris | Una disminucio en el Citocrom C pot implicar estrés oxidatiu que produiria una interferencia

de les plaquetes. en el transport d’electrons 1 la funci6 mitocondrial, que finalment pot causar una important

mort cel-lular. Les alteracions i deficiéncies mitocondrials podrien comprometre la funcié i
estructura dels axons desmielinitzants supervivents contribuint a la discapacitat neurologica i
la progressio de ’EM.

Flavina adenina [ Ajuda en les reaccions | Té efectes neuroprotectors en trastorns neurologics, inclosa I’EM, a causa de la seva

dinucleotid (FAD)
[159]

enzimatiques implicades en el
metabolisme energeétic.

Es tracta d’un transportador
d’electrons intermedi entre el

NADPH i la tioredoxina)

participacio en el metabolisme dels acids grassos essencials i la formacio de la mielina.

Se suggereix que pot afectar el nivell d’homocisteina a plasma que pot exercir efectes en el
SNC através de la seva accié neurotoxica o agreujar els processos neuroinflamatoris implicats
en ’EM.

Nicotinamida
adenina dinucleotid
(NAD*/NADH)
[160].

NAD*/NADH son coenzims
que participen en la reaccio
d’oxidacio-reduccio durant el

procés de produccio d’ATP.

Durant la inflamacié cronica del SNC D’estrés oxidatiu pot exercir un paper critic en la
desmielinitzacié i la neurodegeneracio observades.

NAD*/NADH es veuen alterades per les citocines derivades de Th-1 i IFN-y, que augmenten
la generaci6 de radicals lliures durant la inflamaci6. La reduccid6 de NAD* sembla provocar

pérdua en la funcié cel-lular i del metabolisme que culmina amb la mort cel-lular.
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Molécula Funcio Influéncia a PEM
Glutamat Utilitzat per  neurones, [ Quan existeix excitotoxicitat del glutamat hi ha una elevada quantitat de glutamat que
[161] astrocits, oligodendrocits i | sobreactiva els seus receptors cel-lulars i n’indueix al mort.

microglia com a

neurotransmissor excitatori.
Fosfatidil- Principal component | Tenen un important paper en els mecanismes inflamatoris i neurodegeneratius de la malaltia,
etanolamina i | estructural de la mielina, situat | com a conseqiiencia secundaria dels canvis patologics que es produeixen a la malaltia

Fosfatidil-colina
[162]

a la membrana cel-lular.

(degradaci6 de la mielina i lesi6 axonal) o formant part de I’esfor¢ compensatori i protector de

I’organisme.

N-acetil
(NAA)
[163,164]

aspartat

Les cél-lules glials (microglia,
astrocits i oligodendrocits, en
aquests ultims es metabolitza
I’NAA) son reguladores del
procés de remielinitzacié en

resposta del dany neuronal.

NAA proporciona grups acetil per a la sintesi de lipids que contribueixen a la remielinitzacio
dels axons.

Una disminuci6é de I’'NAA pot traduir una major dificultar per la remielinitzacié dels axons.
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Molécula Funcio Influencia EM
B Amiloide (AB) Proteina transmembrana | La produccié de I’AB és un fenomen adaptatiu en resposta a I’estrés oxidatiu que atenua la
[165,166]. derivada de la proteina | lesi6 causada pels radicals lliures. D’aquesta manera, la seva disposicio a les parets dels vasos

precursora d'amiloide, amb
funcions de creixement de
neurites i sinaptogénesi,
transit de proteines al llarg
dels axons, adhesio cel-lular,
metabolisme de calci i

transduccié de senyals.

sanguinis i la produccié en forma de plaques senils, és probable que sigui una resposta per a

pal-liar I’efecte de la lesio.

1 i a-sinucleina
[167]

Proteina  localitzada  als
terminals sinaptics neurals,
potenciadora de [I’activitat

sinaptica.

La sobreexposicid de a-sinucleina causa perdua de neurones dopaminergiques i
oligodendrocits, associant-se amb 1’estimulacié de la microglia, el dany axonal i la
neurodegeneracio. Es freqiient la localitzacié difusa d’aquesta proteina a les vores de les
plaques suggerint que 1’expressio inicial del factor toxic en les neurones podria desencadenar

I’activitat patologica de I’EM.
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2.6 Resultats de les proves visuals a les malalties inflamatories
desmielinitzants del sistema nervids central.

2.6.1. Esclerosi multiple

A D'inici de la malaltia, durant els primers anys de ’EM, és habitual que es produeixi una
elevada activitat inflamatoria a escala focal acompanyada d’una pérdua accelerada del volum
cerebral [31,32], provocant dany neuroaxonal al SNC. Els episodis inflamatoris es poden donar
en forma de NOA o localitzats en altres zones del SNC [14,100]. Els canvis inflamatoris focals,
tant a I'inici com al llarg de la malaltia, s’han pogut estudiar a la NOA amb elevat detall gracies

a les diferents proves estructurals i funcionals de la via visual.

Estructuralment, I’OCT permet fer un seguiment del procés des de la inflamacio inicial fins a
la neurodegeneracid, identificant prematurament la gravetat i ajudant a predir la recuperacio
visual que tindra la persona amb NOA. Aquest dany observat a través de ’OCT ¢€s un reflex
del dany axonal i neurodegeneratiu que es produeix a la retina causa del procés inflamatori
[168]. En el curs inflamatori, s’observa un major aprimament en la pRNFL i la GCIPL [106] i
en menor grau a les capes exteriors de la retina (INL, ONL, i fotoreceptors) durant els primers
45 dies posteriors a la inflamacio en les NOAs per EM [106,168], seguit d’una disminucié
continuada més lleu en els gruixos d’aquestes capes de la retina fins als 6 mesos

aproximadament (Figura 21), moment en qué s’estabilitza aquest procés [106,169].

Figura 21. Diferéncia de la pRNFL en diferents moments de la neuritis optica aguda a) basal.

b) al cap de 6 mesos.
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La diferencia de gruixos de la pRNFL i la GCIPL entre els dos ulls, pot ajudar a identificar
possibles NOAs subcliniques [148,170,171]. Aixo permet confirmar 1’afectacio del nervi optic

i detectar la preseéncia d’un nou brot de la malaltia durant el seguiment.

Des del punt de vista visual, la pérdua maxima d’AV es produeix al cap d’una setmana des de
I’inici de la inflamaci6 i el seu rang €s molt variable. Al cap d’un any el 90% dels pacients
tenen una AV superior a 20/40 (0,5), mentre que al cap de 15 anys, el 72% mantenen ’AV
completament recuperada (20/20= 1,0) i Unicament un 2% presenten una AV<20/40 (0,5)
[96,172]. La pérdua d’AV s'associa amb el procés d'inflamacié i la majoria de pacients veuen
recuperada I'AV al final del seguiment, tot i que freqientment segueixen referint una mala
qualitat visual que pot influir en les activitats de la vida diaria. Per tant, I’AV d’alt contrast no
permetra realitzar un seguiment de les millores més fines a llarg termini de la NOA [106,173].
En canvi, i de manera més sensible, I’AV de baix contrast i la valoracio de la visid dels colors
son mesures que podrien indicar una recuperacio incompleta de la NOA, ja que no acostumen
a arribar a uns valors similars als anteriors a la inflamacio, i estan fortament correlacionades
amb la disminucid dels gruixos de les capes de la retina (pRNFL i GCIPL) [173]. També
s’associen amb un augment en la laténcia dels potencials visuals evocats (VEP) (Figura 22)
[137,174,175], indicant una disminuci6 en la velocitat de conduccio de I’impuls nervios al llarg

del nervi optic.

) \J&" "f .f\l‘-v 4
‘.\g \‘ h{ Ampiitude: 271 nV Latency: 133 ms
I""’V Max: 93ms Min: 133 ms Seq: 45 Chan: V
250ms |

Amplitude: 165 nv Latency: 168 ms
Max: 120 ms Min: 168 ms Seq: 45 Chan: V

Figura 22. Comparativa de potencials evocats visuals multifocals entre (a) un ull sa i (b) ull

amb neuritis optica aguda després de 6 mesos des de I’inici de la inflamaci6 [150].
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En la majoria dels casos, I’alteraci6 inicial del CV té un defecte difés generalitzat, perd també
es pot presentar en forma d’escotoma central o de patrd altitudinal [176,177]. La seva
recuperacio és variable aixi com el patr6 resultant: amb frequéncia es troben més pérdues
centrals que perifériques, aixi com patrons centrocecals, altitudinals, defectes arquejats i nasals,
en alguns casos poden presentar patrons hemianoptics (Figura 23) [96,102].

=]

Figura 23. Patrons d’afectaci6é del camp visual (CV 24-2). a) Defecte generalitzat difos. b)

Escotoma central. ¢) Defecte altitudinal inferior. d) Defecte centro cecal.

La mala recuperacio del CV pot estar associada amb un gruix disminuit en les fibres de la retina
(pPRNFL< 75 micres) [139,178]. A més, el valor inicial del CV pot ajudar a predir I’AV de baix
contrast al cap d’un mes des de I’inici de la NOA [173] i, per tant, la recuperacio visual que

percep el pacient.
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Aixi doncs, la rapida evolucié de la NOA i la facilitat de seguiment a través de I’OCT (Figura
24) [106], de I’ AV de baix contrast [106,137,139] i la sensibilitat de la laténcia per a detectar
la desmielinitzacio i remielinitzacié dels VEP [153], fa que se la consideri un bon model per a
provar I’eficacia dels tractaments immunomoduladors o neuroreparadors en I’EM en assajos

clinics [106].

RNFL thickness: mixed-effect third-order polynomial model

Change in RNFL in Eye With Optic Neuritis, pm

T T T
0 50 100 150 200
Time, d

Figura 24. Evolucio de la pRNFL en la neuritis optica aguda associada a esclerosi maltiple o
idiopatica durant els 200 dies seglents a la inflamacid. Els punts de color units per una linia
representen les trajectories individuals de canvi en el gruix de la pRNFL. La linia vermella

fosca representa el model poblacional [106].

A més, I’estudi de la via visual s’ha utilitzat per a demostrar en viu la preséncia del dany
transinaptic en ’EM. En pacients amb NOA la gravetat del dany del nervi optic esta associada
amb latrofia del cortex visual suggerint que existeixen mecanismes de degeneracio
transinaptica retrograda. | en pacients amb EM sense antecedents de NOA el dany del cortex
visual o les radiacions Optiques s’associa als valors de I’OCT, indicant la preséncia de

degeneraci6 transinaptica anterograda (Figura 25) [179].
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Figura 25. La via visual com a model d’estudi de la degeneracié neuronal transinaptica
retrograda 1 anterograda a I’esclerosi multiple. a) Distincid entre la via visual anterior i la via
visual posterior, ambdues connectades per la sinapsi que es produeix al cos geniculat lateral.
b) Model de degeneracié transinaptica retrograda representat com I’efecte del dany de la via
visual posterior sobre I’atrofia retinal. ¢) Model de degeneraci6 transinaptica anterograda

representat com 1’efecte de la neuritis Optica a la via visual posterior [179].

En I’EM sense antecedents de NOA també s’observen alteracions en diverses proves de la via
visual. Des del punt de vista estructural, la disminucié dels gruixos de les capes de la retina
obtingudes mitjangant I'OCT s’associen amb la disminuci6é del volum global del cervell i de
regions especifiques rellevants (com la substancia grisa cortical, el talem i el tronc encefalic)
[68,180]. Per tant, és un marcador del dany neuroaxonal de la malaltia i pot ajudar en el
monitoratge d’aquesta. Respecte a les proves funcionals de la visid, I’alteracié de ’AV iel CV
és poc freqiient i els valors que s’obtenen son similars als de les persones sanes [176,177,181].
En canvi, I’AV de baix contrast pot mostrar valors reduits en aquests pacients, i es relaciona
amb un major volum de lesions a la RM en sequiencies T2 [137,182-184], i amb un menor
gruix de les capes de la retina (pRNFL i GCIPL) [137,185-187].

L’evoluci6é de I’OCT ha estat estudiada al llarg de la malaltia, considerat que és durant els
primers cinc anys quan es produeix una perdua axonal i neurodegenerativa més accelerada,
descrita a partir de la pérdua de volum cerebral de la RM aixi com de 1’aprimament de les capes
de la retina (Figura 26) [32].
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Figura 26. Dinamica de la perdua de les capes de la retina al llarg de 1’esclerosi multiple. a)
pPRNFL i b) GCIPL. Els punts de color units per una linia representen les trajectories
individuals de canvi a les capes de la retina. La linia vermella fosca representa el model

poblacional [32].

De fet, I’AV baix contrast 1 ’aprimament de les capes de la retina mesurada mitjangant ’OCT
s'associen amb la discapacitat clinica i cognitiva [68,180,188]. A més, alguns autors parlen que
uns mals resultats de I’AV de baix contrast poden ajudar a identificar la discapacitat a ’EM
que encara no ha pogut ser capturada a través de 'EDSS i el MSFC [137,182,189], a més
d’afegir informacid en els pacients que tenen un EDSS estable [137,183]. En concret, una
PRNFL <87-88 micres (en funcié de I’aparell, Cirrus® o Spectralis®) implica un major risc de
discapacitat i d’empitjorament al llarg del temps (mesurat amb 1’escala de discapacitat EDSS i
MSFC) [148,190], o un major risc de deteriorament cognitiu (mesurat a partir del SDMT)
[191,192], en persones que no han tingut NOA previa [1,68]. A més, un valor de GCIPL
inferior a 70 o 77 micres (en funcio de 1’estudi), també pot comportar un major risc de
discapacitat, fisica o cognitiva, mesurada amb ’EDSS o el SDMT [191,193,194].

Malgrat I’existéncia d’aquestes dades, encara es desconeix la utilitat de I'OCT per predir una
afectacié cognitiva més global, més enlla de I'atenci6 o la velocitat de processament de la
informacié. A més, donada I’evolucié de ’OCT observada al llarg de la malaltia, que mostra
una pérdua axonal i neurodegenerativa més accelerada durant els primers anys, continua sent

una incognita si aquests canvis van en paral-lel o son previs a ’afectacid cognitiva en ’EM.
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Per tant, és necessari realitzar estudis prospectius per caracteritzar I'evolucio i la relacié
entre els canvis en I’OCT que reflecteix el dany neuroaxonal i la cognicio, aixi com per

coneixer la utilitat predictiva de I'OCT sobre I'evolucio de la cognicio.
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2.6.2. Neuritis optica aguda en el context d’altres malalties desmielinitzants

L’afectacié visual i1 les seves caracteristiques diferencials de les NOAs associades a la

NMOSD, al MOGAD ia I’EM han estat descrites a la taula 4.

En termes visuals, la NOA associada a la NMOSD sol causar una alteracié de I'agudesa visual
greu i amb mala recuperacié (AV= 20/200 o pitjor) en un 30% dels casos, que sol augmentar
fins al 70% a causa de la freqliéncia dels casos recurrents. A més, un 20% dels casos tenen
NOA bilateral [96], la qual cosa empitjora I’impacte funcional de la pérdua visual sobre el
pacient. En canvi, la NOA associada a la MOGAD causa una pérdua visual severa en la seva
fase aguda, amb AV< 20/200 (0,1) en molts pacients [99], perd amb bona recuperacio,
majoritariament I’AV mitjana és superior a 20/25 (0,8) i tnicament un 5-15% dels pacients
tenen una AV< 20/200 (0,1) en finalitzar ’episodi de brot. En la meitat dels casos, la NOA
associada a MOGAD pot ser bilateral i simultania [96,117], empitjorant la qualitat de vida
mentre durant episodi en aquestes persones. La NOA associada a NMOSD obté uns resultats
pitjors en ’AV i I’AV de baix contrast que en la NOA associada a MOGAD, la qual cosa
estaria relacionada amb una major perdua en els gruixos de les capes de la retina [96,195,196],
encara que alguns estudis refereixen que les dues malalties tenen uns gruixos similars en la
PRNFL i la GCIPL tot i els pitjors resultats visuals en el NMOSD [197,198]. Aquesta disparitat
en els resultats es podria justificar per I’empitjorament dels pacients amb NOA associada a

NMOSD a causa de la recurréncia dels brots.

Les proves de visio en la NOA associada a la NMOSD i al MOGAD obtenen uns resultats
inferiors respecte a la NOA associada a I’EM, sent I’alteracié de la visio dels colors i la pérdua
d’AV i d’AV de baix contrast més severa en aquests casos [96,199]. D’igual manera, la
disminucid en els gruixos de les capes de la retina (pRNFL i GCIPL) és major en la NOA
associada a la NMOSD que en I’associada a ’EM [195,197], mentre que en el cas de la NOA
associada a MOGAD el gruix en la pRNFL és inferior respecte a MS [195], perd no queda clar
si passa el mateix amb la GCIPL, ja que alguns estudis indiquen que és inferior [198], mentre

altres que és similar [195,200].

En la NOA associada a la NMOSD [I’afectaci6 inicial del CV és severa, amb una recuperacio
al cap d’un mes que amb freqiiéncia presenta un defecte difos generalitzat. El patrd resultant

(al cap de 6 mesos) pot estar representat per una afectacié en algun quadrant del CV,
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caracteritzat en molts casos com una hemianopsia altitudinal [176,201]. En canvi, en el cas de
la NOA associada al MOGAD, la campimetria pot revelar qualsevol patré de pérdua de camp,

inclos I’escotoma central o una depressio severa generalitzada que pot afectar els dos ulls [202].

En la NOA associada a NMOSD i la MOGAD les laténcies dels VEP estan allargades amb
resultats superiors a la NOA associada a ’EM [196,203], indicant una menor velocitat en la

conductivitat del nervi optic.

Els diferents tipus de NOAs han estat estudiades a partir de la xarxa visual cortical estructural
1 funcional. Amb la técnica de grafs en RM funcional s’ha pogut fer un seguiment de la NOA,
observant una activitat en estat de repos més alta del normal en la fase aguda, la qual disminueix
en la fase de recuperacié [204]. A més, un cop passada la fase inflamatoria, a la RM estructural
s’observa una major alteracio de la xarxa en pacients amb SCA que amb NMOSD mentre que
amb la RM funcional s’ha observat una reduccio de I’activacid, i per tant una connectivitat
disminuida, en les arees visuals primerenques, pero no en les arees visuals secundaries en
ambdos ulls, tant en NMOSD com en SCA en comparaciéo amb els controls [205,206]. A més,
I’augment de la connectivitat de la xarxa visual primaria en NMOSD s’ha correlacionat amb
una reduccio de ’AV 1 la sensibilitat al contrast baix i1 danys retinals més severs mesurats a
través de I’OCT, la qual cosa podria reflectir un intent de mecanisme de reorganitzacio de la

xarxa en resposta al dany [207].

Malgrat aix0, es desconeix si I’afectacid de la connectivitat funcional i estructural de la xarxa

visual estan relacionades amb la recuperacié final de la NOA.

L’OCT podria ajudar a predir la discapacitat visual en les neuritis optiques agudes. A més,
és possible que les noves técniques per avaluar la connectivitat en RM permetin coneixer els
canvis de la xarxa visual després de patir una neuritis optica aguda i relacionar-los amb la

recuperacio visual.
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II. HIPOTESI



Hipotesi general: L’estudi de la via visual anterior, realitzat a través de 1’espectroscopia
Raman i la tomografia de coheréncia Optica podria ajudar a comprendre els processos
inflamatoris i neurodegeneratius aixi com identificar el risc de deteriorament en les malalties
inflamatories desmielinitzants del sistema nervios central. A més, 1’analisi de la via visual
posterior, en concret la xarxa visual cortical, mitjangant la ressonancia magneética podria ajudar

a predir el risc de discapacitat visual en les neuritis optiques agudes.

1. L’estudi de la retina mitjancant ’espectroscopia Raman podria ajudar a caracteritzar
els canvis moleculars en viu que es produeixen a la retina de pacients amb esclerosi
maltiple i neuritis optica aguda. Aquesta informacio podria contribuir a comprendre
millor la relacié entre inflamacié i dany neurodegeneratiu en les malalties

desmielinitzants del sistema nerviods central.

2. La neuritis optica aguda pot produir diferents graus de discapacitat visual a llarg
termini. Es possible que el dany a la via visual anterior (mesurat a través de la
tomografia de coheréncia optica) i posterior (estudiat a partir de la ressonancia
magnetica i els potencials evocats visuals) estiguin relacionats amb la funcio visual i

puguin predir la discapacitat visual permanent en les neuritis optiques.

3. L’evolucio del dany neuroaxonal de la via visual, mesurat mitjancant el gruix de la
retina en la tomografia de coheréncia Optica podria estar relacionat amb 1’evolucié del
deteriorament cognitiu dels pacients amb esclerosi multiple. Malgrat aixo, és possible
que I’associaci6 entre els canvis neuroaxonals 1 cognitius sigui diferent en fases més
inicials de la malaltia respecte a fases avancgades, on el dany tissular és més greu. A
mes, la preséncia d’un aprimament sever en la retina podria indicar un major risc

d’empitjorament progressiu de la cognicio.
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1. OBJECTIUS



Objectiu general: Caracteritzar el dany de la via visual en les malalties desmielinitzants del
sistema nervios central i la neuritis optica aguda i ampliar el coneixement en la relacio entre
aquest i la discapacitat tant visual com cognitiva. Predir I’evolucié del deteriorament cognitiu
en ’esclerosi multiple i la recuperacié visual després d’una neuritis Optica aguda mitjancant

diversos biomarcadors de la via visual.

1. Caracteritzar en viu els canvis metabolics de la retina dels pacients amb esclerosi
mualtiple, i altres malalties inflamatories desmielinitzants del SNC, en fase cronica i
durant la inflamacié del nervi optic en la neuritis Optica aguda, mitjangant
I’espectroscopia Raman. Conéixer I’evolucio de les alteracions metaboliques al llarg

del temps.

2. Definir el curs de la neuritis optica aguda en termes de resultats visuals, canvis en el
gruix de les capes de la retina i en la xarxa visual cortical en els 6 primers mesos.
Coneixer la capacitat de prediccié del gruix de les capes de la retina i els canvis en la

xarxa Vvisual cortical sobre la discapacitat visual després d’una neuritis optica aguda.

3. Comprendre I’associacié entre els canvis en la tomografia de coheréncia Optica 1 el
deteriorament cognitiu en 1’esclerosi multiple. Avaluar si aquesta associacio es igual en
pacients en els primers 5 anys de la malaltia que en pacients amb una duracié de la
malaltia més llarga. Analitzar la capacitat predictiva de les mesures del gruix de la retina
sobre I’empitjorament cognitiu al llarg del temps 1 establir llindars d’aquestes mesures

que ajudin a identificar els pacients amb major risc de deteriorament.
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IV. MATERIAL, METODES | RESULTATS



Treball 1: In Vivo Molecular Changes in the Retina of Patients With Multiple Sclerosis.

Autors: Salut Alba-Arbalat, Magi Andorra, Bernardo Sanchez-Dalmau, Anna Camos-
Carreras, Marina Dotti-Boada, Irene Pulido-Valdeolivas, Sara Llufriu, Yolanda Blanco, Maria
Sepulveda, Albert Saiz, Oscar Batet, Iker Bilbao, Iratxe Torre, lvan Amat-Roldan, Elena H.
Martinez-Lapiscina i Pablo Villoslada.

Article publicat a Investigative ophthalmology & visual science, I’ 1 de maig de 2021
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Amb l’objectiu d’avaluar els canvis metabolics en la retina de pacients amb EM varem

construir un prototip d’espectroscopia Raman.

A través de I’espectroscopia vam avaluar els espectres de 10 molecules implicades en el
subministrament d'energia, la biologia dels axons o el dany sinaptic alterades a la retina de
pacients amb EM tant en la fase cronica com durant els brots de neuritis optica aguda (NOA).
Aquestes molécules havien estat seleccionades d'acord amb el coneixement generat per un
treball anterior amb participacio del mateix grup amb técniques in vitro, i es van elegir tenint

en compte la seva influéncia en aquests processos biologics i la relacié senyal/ soroll.

Aquest treball va identificar una disminucid significativa en NADH i una tendencia a la
disminucié en NAA en pacients amb EM, aixi com un augment en AP comparat amb controls
sans. La NADH i FAD van augmentar amb el temps en pacients amb EM, mentre que AP es
reduia. En pacients amb inflamacio aguda de la retina deguda a NOA, hi va haver un augment
significatiu en FAD i una disminucié en SNCA en la retina afectada. Els nivells de glutamat
van augmentar en els ulls afectats després de 6 mesos de seguiment. Els resultats van demostrar

canvis significatius associats l'edat en individus sans en totes aquestes molécules.

Aquests resultats van permetre identificar alteracions de molécules relacionades amb la
degeneracié axonal durant la neuroinflamacio i caracteritzar els canvis dinamics amb el temps,
suggerint una neurodegeneracié progressiva en pacients amb EM detectable amb

I’espectroscopia Raman.
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Purrose. Raman spectroscopy allows molecular changes to be quantified in vivo from
the tissues like the retina. Here we aimed to assess the metabolic changes in the retina
of patients with multiple sclerosis (MS).

Mernoos. We built 3 Baman spectroscopy profotype by connecting 3 scanning laser
ophthalmoscope to 3 specirophotometer. We defined the spectra of 10 molecules partic-
ipating on energy supply, avon biclogy, or synaptic damage, which have been shown to
be altered in the brain of patients with MS: cytochrome C, flavin adenine dinscleotide
(FAD), nicotinamide adenine dinucleotide (MADH), N-acetyl-aspartate (MAA), excitobox-
ﬂgrg]mamme amyload § (A8, v and c-synuclein (SNCA), phosphatidyl-ethanolamine,
and phosphatidyl-choline. We studied these molecules in a prospective cohort of patients
with M5, either in the chronic phase or during relapses of acute optic neuritis CAQN).

Resnrs. Significant changes to all these moleoules were associated with age in healthy
individuals. There was a significant decrease in MADH and a trend toward a decrease in
NAA in patients with M5, as well as an increase in A compared with healthy controls.
Moreover, NADH and PAD increased over time in a longitndinal analysis of patients with
M5, whereas A8 diminished. In patients with aoote retinal inflammation due o 0N,
there was a significant increase in FAD and a decrease in SNCA in the afected refina.
Moreover, glutamate levels inreased in the affected eyes after a &-month follow-up.

Cosecumones. Alterations of molecules related to axonal degeneration are observed
during neurcinflammation and show dynamic changes over lime, suggesting progres-
sive neurodegeneration.

Keywords: molecular imaging, retina, multiple sclerosis, Raman spectroscopy

he ability to monibor molecular changes in the central
mqﬂem{msﬁlnﬁmu paramount o improve
our understanding of disease pathogenesis or o aden-
tify new therapeutic targets, particularly in patients with
acute or chronic diseases. At present, the molecular imag-
ing technologies available to interrogate the CNS include
positron emission tomography (PET), magnetic resonance
(MRS), and near-infrared imaging (MIR), yet

thiey each have several drawbacks. PET imaging has limited
spatial and temporal resolution and requires specific radi-
oligands, restricting the number of molecules that can be
interrogated. MBS also has Emited spatial and temporal reso-
lution and is imited to just a few molecules. Finally, NIR
also suffers from restricted spatial resolution and requires
the use of specific fluorophores. Therefore, new technolog-
icdl solutions are required to obtain more comprehensive

Copyright 2021 The Auihors
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and higher-resolution assessment of the molecular changes
in the CNS associated with disease. One potential solution
is to take advantage of the potential of light-based technolo-
gies, such as Raman spectroscopy, and the accessibility of
the retina as a part of the CNS.

Raman spectroscopy i a laser-based technigque that iden-
tifies the chemical properties of tissues as it detects the
molecular vibration frequencies that characterize moleou-
lar bonds and chemical structures! Raman spectroscopy
has been sucoessfully used to discriminate wumor-infilirated
tissues from moninfilirated tissues in brain surgery based
on the molecular differences in these tissues* Because the
retina is 3 portion of the CNS that is directly accessible o
laser-based technologies, Raman spectroscopy can be used
o0 achieve molecular imaging of CNS and retina diseases in
vivo* Like other gray matter structures, the retina exhibits

This work is licensed under a Creative Commons Atirisetion 4.0 Inlernational Lh:l:ru:.
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both inflammation and neursdegeneration in many brain
diseases* Indeed, we have previously shown in preclinical
studies that Raman spectroscopy can detect in vitro relevant
maolecular changes in retinal inflammation, such an increase
of immune mediators (lipoxypenase, inducible nitric oxide
synthase, and TNFz), changes in molecules involved in
energy production (cytochrome C [CyiC), phenylalanine, and
micotinamide adenine dinucdectide [NADHYNAD®), and a
decrease of phosphatidylcholine (PC)LS

Optical ooherence tomography (OCT) studies have
revealed that the retina is damaged in neurcinflammatory
diseases, particularly during aoute inflammation such as that
OCONTInG in acute optic neuritis (AONY or newromyelitis
optica (NMO),” although chronsc and progressive damage
can also be detected in patients with multiple sclerosis (M55
Indeed, retinal atrophy is associated with brain atrophy in
MS, sugpesting that both gray matter structures undergo
similar degenerative processes ® Thus, if structural changes
in the retina parallel structural changes in the brain, molec-
ular imaging of the retina is likely to be informative of the
maolecular basis of CMNS damage in demyelinating diseases.

The aim of this sudy was o assess in vivo several
molecules in the retina of patients with M5 during the
chronic phase or during the acute inflammation due to
AON by Raman spectroscopy. As such, we built 3 profo-
type Raman speciroscopy device by adapting a scanning
laser ophthalmoscope and coupling it to a spectrophotome-
ter (Fig. 1). The Raman specirophoiometer was designed to
obtain 8% of the signal from the retinal ganglion cell (RGC)
layer, although other layers also contribute to the signal.
we performed a hypothesisbased stdy by quantifying
the levels of 10 relevant molecules associated with
and axon biology (CytC, flavin adenine dinucleotide [FAD,
NADH, N-acetyl-aspartate [NAA], excitotoxicity (glutamate
[Glul}, neuronal and synaptic damage (amyboid-beta [A#], «
and o-synudein [SMCAD, and lipids with cell signaling activ-
ities (phosphatidyl-ethanolamine [PE] and PC).

METHODS

Study Design and Subjects

‘Wwe conducted an observational study in prospective cohorts
of patients with M5. The patients with M3 studied here were
part of the prospective M5-VisualPath cohort followed at
the Hospital Clinic of the University of Barcelona, Spain.
The cohort was set up in 2011, and it remains open and
is described in detail elsewhere. ™! For this analysis, we
incloded 143 consecutive patients with M5 fulfilling the
2010 McDonald criteria’® and with up to 5 years of follow-
up. Changes in disease-modifying therapies were allowed
following standard-of-care practices as described before.”
‘We also analyzed 15 consecutive patients with A0N enrolled
into the Barcelona prospective ADN-VisualPath cohort at
the Hospital Clinic of the University of Barcelona, Spain,
from 2017 to 20019, This cohort @ described elsewhere,
including detailed ophthalmologic examination ™ Indeed,
we analyzed 5 patients with NMO and anti-aguapogin-4
antibodies (MMO-AQP4) and 3 with myelin oligodendro-
cyte glicoprotein (MOGassociated encephalitis (MOGAD)
with anti-MOG antibodies, as described previowsly.” Regard-
ing the healthy controls, we collected 34 healthy voluntears
matched for sex and age with the MS cohort as well as 12
hieakthy volunteers older than 55 years to analyze the effect
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of age on each of the molecules. Patients and controls were
evaluated by the neuro-ophthalmologists (BS-D, AC-C, MI»
E) and an optometrist (SA-A} to exclude underdiagnosed
cases of ophthalmic diseases (e.g., glancoma). Patients were
also excluded if they had severe myopia {(-—6.0 diopires
{dp) or axial eye length == 26 mm), severe hypermetropia (=5
dp?, cylinder =3 dp, optic nerve drusen, cataracts, curment or
previous glancoma, kens opacities, previous surgery, of any
other retinal disease, which may be relevant for the older
conirol group. In additson, the neurology team (IP-¥, 5L,
M5} miled out other neurclogic conditions that may influ-
ence the retina (neurodegenerative diseases, stroke, etc.)
as well as systemic conditions such as diabetes, hyperlipi-
demia, or obesity. The study is reported following Strength-
ening the Reporting of Observational Studies in Epsdemiol-

Ethical Statement

The study was approved by the Hospital Climical Ethical
ogist after providing their signed the informed consent.

inical Qutcomes

The dinical scales used to colledt information on the patients
with MS annually over the first 3 years and then on year 5
were the Expanded Iisability States Scale (EDSS) and low-
contrast visual acwity using the Sloan 2.5% contrast cards
(51230 Patients with AON were assessed by high-contrast
wisual acuity using the Farly Treatment Diabetic Retinopathy
Study (ETDRS) plates, a5 well as using the 5125, and color
wision was evaluated using the Hardy Rand and Rittler psen-
doisochromatic plates at baseline and monthly untid month
6, 35 described in Lampert et al.* Patients with NMO-AQP4
and MOGAD were evaluated with the EDSS scale.

Raman Spectroscopy of the Retina

Raman spectroscopy was conducted using 2 Raman spec-
trophotometer v1.0 (Ymaging SL. Barcelona, Spain). The
system was developed by adapting a Spectralis OCT device
(Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany), which was
used to noninvasively capture molecular information of the
retina in less than 2.5 minutes per eye (Fig. 1). The 785-nm
laser from the OCT was substituted for another 785-nm laser
with higher thermal stability, and the device was connected
to a spectrophotometer (Andor Technology, Belfast, UK)
with an optic fiber. The 735-nm laser of the OCT was used for
cal Devices approved the device for human use (AEMPS ref.
497/14/EC). The prototype has the confocal point in the
ganglion cell layer (GCL) so that 80% of the signal comes
from the GCL and the surrounding layers (retinal nerve fiber
layer [RNFL] and inner plexiform laver [IPLD (Fig. 10.° We
used a black tarp covering the subject to avoid any exter-
nal light during acquisition, without pupillary dilatation. we
acquired five measurements (30 seconds each) from a 157
segment of the central retina in each eye. The quality of
the signal was monitored during the aoquisition, and the
optometrist had the possibility of increasing the number
of aoquisitions to 3 maximum of eight measurements per
eye if the signal-to-noise ratio was not sufficiently good o
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{0 Reprodudihility of the Raman signal from the retimm of 10 healthy subjects. (E) iaman signal from healthy and inflamed retine. The
confoml] point of the prototype kies in the GCL, sach that B0% of the signal comes from the GOL and s serounding layers (retinal neree
fiber layer and inner plexiform kyer), and the centrall retina (157} was analyzed with a rasier scan.

ensure 3 Raman signal of sufficient quality. The Raman spec-
troscopy results are taken from one randomly chosen eye of
the controls. For patients with M5 and NMO, we only used
eyes with no previous optic neuritis, whereas we used only
the eye with incident AON for the patients with AN,

The Raman spectra of the candidate molecules were
defined as described previously.® Briefly, Cyic, PAD, NADH,
MAA, Glu, A8, SMCA, PE, and PC were purchased from
sigma-Aldrich (5t. Louis, MO, 115A) and used without further
madification. For the spectra of the molecules in sodution,
the powders were mixed with 2 small amount (one to two
drops) of PBS (1:x, pH 7.4) and imaged at this high concen-
tration, with the exception of NADH, which was measured
in Tris pH 7.5 due o its interactions with the phosphate
in PBS.™ Eight different concentrations were prepared in
PBS/Tris by dilution {4 M, 3M_2 M, 1 M, 0.5 M, 0.1 M, 0.05
M, and 0.01 M: pH 7). Three o five spectra were taken at
each concentration.

Dptical Coherence Tomography

Retinal scans were performed using a Speciralis OCT device
(Heyex 5.30- Hexdelberg Engineering) under standard condi-
tions and using the eye-tracking modality without pupillary
dilatation. The peripapillary retinal thickness (pRNFL, pm)
wis measured using a ring scan of 12° diameter, automati-
cally centered on the optic nerve head (automatic real time
[ART] = 100; 1536 A-scans per B-scan). Macular layer thick-
nesses were evaluated wsing 3 20 x 30-degree horizontal
raster scan centered on the fovea, including 25 B-scans (ART
=0 512 A-scans per B-scan). Intraretinal layer segmenta-
tion was performed in 3 semiautomated fashion using the
spectralis segmentation algorithm (6.0c version) and 3 &-mm
ring area grid. with an optometrist manually correcting obyi-
ous errors blind to the conditions. We estimated the thick-
nesses (um) of the RNFL, ganglion cell plas inner plexiform
layer (GCIPL), inner muckear layer, outer plexiform layer,
outer nudear layer (ONL), and photoreceptor layer (PRL).
All spectral-domain OCT scans fulfilled OSCAR-IB criteria,”
and scans with a sub-standard signal-to-noise ratio or retinal
thickness algorithm failure were repeated or the data were
excluded.

Statistical Analysis

All analyses were carried out using B software, first testing
that the variables conformed (o a normal distribution with
the Shapiro-Wilks test. We described the baseline features
of the study population and the clinical characteristics using
the absolute and relative frequencies for categorical vari-
ables. For quantitative variables, we used medians and the
interquartile range to describe the basal features of the sdy
population. No imputation strategies were applied, and miss-
ing data were omitted. The percentage of missing data for
independent variables did not exceed 7% in any of the data
sets at each visil. Test-rest analysis was assessed through
the relative emor. A »test, ANOVA, and pairwise compear-
isons were performed to compare the groups as appropriate,
and comelations were analyzed using a Pearson cormelation.

‘Correction for multiple testing was done using fkse disooy-
ery rate with Benjamini-Hochberg procedure.

RESULTS

The Retina of Healthy Controls and the Molecular
Changes With Age and 5ex

“‘Wwe analyzed two groups of healthy controls (HCs, n = 6B) o
evaluate the influence of age on the levels of the molecules
studied in the retina when assessed by Raman spectroscopy
(Table 1) One group (m = 56) was composed of young
adults matched with the relapsing-remitting multiple scle-
rosis (REMS) group with 2 mean age of 38.2 years (range,
X9 E—45.4), of whom 39 were females 39 (65%), while the
other group (s = 12) was composed of older subjects with
a mean age of 66.0 years (range, 61.8-68.4), of whom 8 were
female (67%). We found that age significantly influenced the
lewels of all the molecules examined, with an increase in Gha,
AJ, SNCA, and PE and a decrease in CytC, FAD, NAA, NADH,
PC, and r with age (Fig. 2A). By contrast, we did not find
a significant effect of sex on any of the molecules (Supple-
mentary Fig. 51). Considering the effect of age in the levels
of these molecules, an analysis by disease subtype was not
performed due to the strong interaction between age and
progressive disease

In order to assess the test-retest consistency of the molec-
a subgroup of 6 HCs and 5 MS cases at 1 and 12 hours.
Wwe found that the molecules studied had a relatively low
e in the 1-hour retest, in general less than 5%, except for
Af and SNCA. Similarly, in the 12-hour retest, only PE and
SNCA showed a relative emmor above 5%, with no differences
between the HCs or patients with M5 (Fig. 2B and Table ).

Molecular Profiles in the Retina of Patients With
M5

To examine the changes in the candidate molecules due
to retinal damage in patients with M5 (Table 1), we first
analyred the differences during the remission phase relative
to the HCs in 3 cross-sectional manner. There was a signif-
icant decrease in NADH levels in the retinas from patients
with M5 and a trend toward a decrease in MAA levels and
an increase in Af levels relative to the controls (Fg. 3a).
Indeed, we found that the NAA levels were commelated with
2.5% low-conirast vision (r = —0.36, unadjusted P = 0.027),
although such correlation was not significant after correc-
tion for multiple testing (adjusted P = 0.27). In addition,
we compared the changes in the candidate molecules in the
retina of patients with M5 with those in patients with NMO,
with the latter assorciated with more severe CNS damage.
similar trends to those detected in patients with M5 were
observed in the retinas of patients with NMO-AQP4 and
MOGAD, although they were not significant due to the small
sample size of the NMO group (Supplementary Fig. 520
These results suggest that chronic retinal damage in demyeli-
nating diseases is associgted with 2 common metabolic
profile.
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Tumx 1. Clinsml Charaderistics of Patients With Demyelinating Disases
Characteristic M5 AN NMO Anb-AQP-4* MG ATH Young HCs old HCs
n 143 15 5 3 34 1z
Sex (femals), w (%) 100 (FoL6a2k 11 (73.33) 2 {400 1 (33.a) 33 (64.53) B (. 66)
Age, years 43,5 [36.3-52.6] 1.4 |26.7-37.3] A28 [38.0-44.9] S3E[S29-54.4] 382 [298-454] 66.0 [61.H-68.4]
Diseass duration” .66 [5.50-15.8] years 15 [11-118] doys 384 [0.99-5.38] years 1.54 [096—5 50 years MA A
subtype RRMS: 124 idsopathic: 5 MA MNA

oI5 7 MS: 1 MNA NA

PPMS: © *itelapme: 2

SPMS: 3 *First relapse: 8
EDSS 1.5 [1-2] NA A NA NA NA
sz5! 23 [11.5-25.5] ;0 [0-14.5] MNA NA MA NA

RON: 32 [28-33.5]

AT Yesb: 104 MA MA MA MA

Mo 31 NA

MNA: 8

a5, clindcally isclaied syndrome; DMT, dissase modifyin therapy; N, not available; ON, optic newriiis; NON, on-oplic eeuriis; PPMS,

primary.progressive

AON disease dumation: days since the onset of A0N.

V5125 in patients with M5: mean of both eyes for RON eyes.
¥ Disease-m

multiple sderosis; REMS, relapsing-remitting maliple sderosis; SPMS, sscondary-progressive muligple sclerosis.

in paticnts with MS, namber of patients: fingolimod, 3; glatimmer acetate, 22; interferon betalb, 21;

interferon betalh im., 15; interferon betala .o, 23%; natalimumab, % teriflanomide, 4; dimetby] fomomte, 5.

Tamx 2. Tesi-Retest of the Molecules at 1 and 12 Hours in Controls
(=11}

Malecule 1-h Retest 12h Retest
Af 8.583 (7.373) 4582 (2.999)
Oy 3.425 {1.528) 2573 (2.728)
FAI} 4581 {37500 L0 (1. 775}
Glu 3.392 (2.738) 2956 (2.273)
MAA 3.622 {20790 2307 (1646}
NATHH 4.713 (2442) dd7o (3010
P 4277 {33070 3041 (2733}
PE 4.325 {24600 G.OHE (5.324)
EMUA 568 {5.008) WO (15,774}
T 3451 {26620 2841 (3.150)

The resalis shown are the mean (5130 of relative error ] Absolaie
difference/mean] * 10050

we dlso analyzed the changes to the molecules in the
retina of patients with M5 over time in our prospective
cohort. The longitedinal analysis in patients with M5 was
done on an annual basis, with 2 mean follow-up of 560 (0
7B4) days and a2 median of 2 (1-3) visits. We found a signif-
icant increase in NADH over time (unadjusted F = 0.011),
although it was not significant after adjustment for multi-
ple comparisons (adjusted P = 0.081) and a trend toward
an increase in FAD (P = 0.04), whereas we observed a
significant decrease in Af over time (unadjusted F = 0,012,
adjusted F = 0.066. Fig. 38).

Finally, we analyzed the relationship between structural
and molecular changes in the retina, assessing the comela-
tion between the levels of each molecule and the thickness
of the retinal layers measured by OCT in patients with M5.
we ohserved significant correlations between the thickness
of the pRNFL and PE levels (r = 0.36, unadjusted P = 0.0026,
adjunadp 0.026); the thickness of the GCIPL and PE levels

D.&.ll]ladj.l!ed? 0,015, adjusted F = 0.15); the ONL
Ih::knes.s beta-amiboid (BA) (Fr = —0.27, unad}.med?
= 0027, iﬂiﬁted? 011}, PC (r = 0.24, I.IJ'la.l:I?.IHJBdP—
0.056, adjusted F = 0.11), and SNCA (r = —0.22, unadjusted
P = 0.075, adjusted P = 0.12); and the photoreceptor kyer
(PRL) thickness and FAD (r = 0.34, unadjusted F = 0,005,
adjusted P = 0.024), PC (r = 0.35, unadjusted F = 0.0043,

adjusted F = 0.024), SNCA {r = —0.3, unadjusted F = 0.016,
adjusted P = 0.04), and r (r = 0,31, F = 0.011, adjusted F
= 0.038) (Supplementary Fig. 53). Therefore, damage to the
retina in M5 is associated with a molecular signature that is
indicative of neuronal and synaptic damage.

Changes to Retinal Molecules During Acute
Inflammation in ADN

To assess the changes in the metabolic profile of the
retina during acute inflammation, we analyzed a prospec-
tive cohort of patients with AON both in the acute phase
and longitudinally during recovery. We evaluated each of
the molecules in the affected eye in the acute/inflammatory
phase (haseline visit -30 days after onset) and afier recovery
(last visit == 180 days after onset). In the acute phase, there
was 4 significant increase in FAD {(unadjusted P = 0008,
adjusted P = 0.042) in the affected retinas (AON eyes) and
a decrease in SNCA levels (unadjusted P = 00016, adjusted
P = 0.015) (Fig. 4A). No comelations between the levels of
amy of the molecules and visual acuity were found at base-
line_ When the longitudinal changes o these molecules were
assessed by comparing their levels at baseline with those
during the recovery process at months 2, 4, and & after AON
onset, 3 significant increase in Glu was observed by month &
(una.dj‘usbed F = 0.034, au:ﬁlﬂed.? 0.24) (Fig. 4B). Finally,
thee relationship between the structural changes to the retina
assessed by OCT and the molecular changes was evaluated
by analyzing the comelation between the distinot moleoules
and the retina layer thickness in the acute disease phase.
A significant correlation was detected between the pRNFL
thickness and Ghu levels (r = —0.62, unadjusted F = 0,025,
adjusted P = 0.089), as well as for the GOIPL thickness and
FAD levels (r = —0.62, unadjusted F = 0,025, adjusted P =
0.33) (Supplementary Fig. S4).

IMscUsSSION

In this siudy, we found that there are changes in several
key maolecules in the retina of patients with acute or chromic
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Ficoax 2. Retinal moleoules in healthy controls measured by fimman specroscopy. (&) Levels of the different proteins and age disiribution:
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the molecules in the retina 2t 1 and 12 hours (see Table 2 for numerical values). The
differenoe/men] * 10HP%).

damage due to neurcinflammation that are related to energy

resulis are shown as the relaive ermor (abscluie

a loss of metabolites involved in energy production and

supply, a5 well as axon and synapse biclogy. In patients  axon degeneration in the retina, such as NADH and NAA ™

with a chronic inflammatory process due to M5, there is

and these levels are correlated with scales of disability.
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assessment confirmed the chronic decrease of
MADH and FAD, and the retinas from patients with M5 had
higher levels of A# that decreased over time. In associa-
tion with acute inflammation due to AQMN, there was more
FAD} in the retina and less SMNCA at disease onset, with
Glu levels increasing during the recovery period. In addi-
tion, we found a correlation between retinal atrophy and
the changes to several of the molecules tested, indicating
2 structural-molecular relationship in inflammatory CNS
diseases.

The most prominent changes detected were in metabo-
lites related to the mitochondria and energy supply (NADH,
FAD), which are affected by both aoute and chronic inflam-
matory damage to the retina.'™™ These resulis are consis-
tent with the abundant literature descaribing the impairment
of mitochondrial function, preferentially affecting complex
I and IV in the brain of patients with M5" as well as
altered mitochondrial transport along the axons = In addi-
tion, more NADH and less NAD* have been described in
the serum of patients with M5,** probably secondary to the
chronic oxidative stress observed in the brain of patients
with MS. Moreover, after axonal transection due to inflam-
matory damage, axonal degeneration is regulated by several
key molecules that influence NMAD levels, such as nicoti-
mamide nucleotide adenylyliransferase 2 (NMMNATZ2), sterile
alpha and TIR motif 175 containing 1 (Sarm1), and phos-
phate starvation response 1 (PHR1),'™ suggesting that NADH
levels may also reflect the extent of axon

Similarly, there was 2 decrease in another marker of
aon function, NAA, in association with chronic inflamma-
tory damage to the retina, and indeed, NAA abnormalities
(including the MAA/myoinositod ratio) have been identified
in the brain of patients with M5 by MRS.® Finally, the
evolution of acute retinal inflammation was associated with
an increase in ghitamate, suggesting a role for excitoboxicity
in the evolution of focal M5 lesions, such as A0N> Altered
glutamate levels in the brain of patients with M5 also have
been ohserved by MRS, ™™ supporting a role for glutamate-
mediated excitotoxicity in the evolution of M5

Oour swdy also  identified alterations to  several

ins related to the maintenance of neurons,

amyloid4

in M5 brain lessons, md.ud.mgal]:lhahﬁau‘ynalhna]phaﬂ
(CRYAR), am].rlmd]:lrsculmrplmm. major ]Jrinup:lmmu..
and ™ Ag levels decrease in the cerebrospinal fuid

(CSF) of patients with M5 in accordance with the pro-
and anti-inflammatory cytokines detected ™™ Indeed, the
accumulations of A8 aggregates and oligomers in the brain
and C5F of patients with M5 suggest A8 may be impli-
cated in the response to inflammatory damage o neurons
and synapses. By using radioligands targeting A§ for PET
imaging studies (the PIB compound), a significant loss in
the Ag signal was seen in patients with M5, which may be
related to either neurcaxonal damage or myelin loss ¥ SMNCA
is known to modulate T-cell activation in the peripheral
immune system and during CNS inflammation in the animal
model of M5.*¥ Indeed, the immune response to another
member of the synuclein family, g-synuclein, can trigger
gray matter—specific autoimmune attack in animal models,
and g-synudein-specific T cells are enriched in progressive
MS™ SNCA is altered in the CSF of patients with M5,™*
and its expression increases in active plaques within the
brain,® possibly an indicator of synaptic dysfunction, axon
damage, andfor neuronal loss. Therefore, the alterations o
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Ag and SNCA in the retina of patients with demyelinating
disease may be surmogates of neuronal damage, and thus,
they might represent biomarkers of (%5 degeneration in
neurcinflammatory diseases.

Our study has several limitations. First, the Raman signal
(A-scans) was obizined from a cylinder across all retina
layers with particular focus on the RGC layer, which consti-
tutes about &% of the signal® However, other layers
also contribute, limiting the interpretation regarding the
layer/cell specificity. In addition, the retinas were imaged
using a raster scan covering the central retina, and the
signal was averaged. For this reason, the resulls represent
an analysis of a diffuse damage to the retina, the most
commonly observed in M, but they bose topographsc defi-
nition. Therefore, the molecular information derived from
this approach ladks cellular resolution, impeding the identifi-
cation of the cellular sources of each metabolite. Second, we
conducted a candidate analysis of 10 molecules previously
identified as relevant to key pathways of CNS damage in M5,
some of which were previously seen o be altered in associa-
tion with retinal inflammation by Raman spectroscopy (Cytc,
MNADH, NAA and PC)* Many other molecules may be altered
in demyelinating disease, and some may be better biomark-
ers of the process. We selected the candidate approach o
interrogate well-known biological features with this tech-
should be able to identify other molecules and pathways
altered in the retina of patients with demyelinating diseases.
The signalto-noise ratio was not very high with this proto-
type due to the small power of the Raman signal. However,
our results are consistent with the literature, and the longs
tudinal analysis contributes to improve the reliability of the
results. Future technological developments in this technol-
ogy with enhanced ratios will improve the clinical usefulness
of retina Raman spectroscopy. Considering the design as a
pillot study, the resubts are provided as unadjusted Fvalues as
well as adjusted for multiple comparisons. This implies that
validation in new cohorts will be required to confirm the
fmdmgsnuts:gﬂ.uﬂmutaﬂa’mlﬁplemnpaﬁmmaﬁuﬂ
ment. In addition, standardization befween
wﬂbemwiedhefuregem:hmndlhem“

In concusion, this study indicates that acute and
chronic inflammation of the retina induced by demyel:
nating diseases is associated with significant alterations in
molecules related to energy metabolism and excitotoxicity,
25 well a5 with neuronal and synaptic maintenance. Consid-
ering that the retina is considered a gray matter struchure of
the CN5 and given the association between retinal and CNS
damage in patients with M5, the molecular changes observed
here are likely to be representative of the overall molecular
changes in the gray matier associated with demyelinating
diseases.
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Material suplementari:

Figure S1
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Figure S3
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Figure 53 cont.
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Figure 54 cont.
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Figure 51. Effect of sex om the retinal molecules

Figure 52. Differences in the molecules between the MS, NMO-AQP4, AON and Healthy
Control retinas

Figure 53. Cormelation between retinal layer thickness and the levels of the molecules in M3
patients

Figure 54. Correlation between retinal layer thickness and molecular levels in AQON patients
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Treball 2: Visual function after optic neuritis depends on the retina and the visual
network damage and recovery.

Autors: Pablo Villoslada, Elisabeth Solana, Salut Alba-Arbalat, Eloy Martinez-Heras,
Francesc Vivo, Elisabet Lopez-Soley, Alberto Calvi, Anna Camos-Carreras, Marina Dotti-
Boada, Rafel Alcubierre, Elena H Martinez-Lapiscina, Yolanda Blanco, Sara Llufriu i
Bernardo Sanchez-Dalmau

Article publicat a Neurology-Neuroimmunology & Neuroinflammation, el 30 d’agost de 2024
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En aquest treball vam portar a terme un seguiment de 88 pacients amb NOA des de I’inici de
I’esdeveniment inflamatori fins als 6 mesos, utilitzant mesures visuals i técniques d’imatge per
a analitzar la xarxa visual cortical. Preteniem predir, mitjancant models de regressié amb
efectes mixtos 1 multivariables, la mala recuperaci6 visual mesurada a partir de I’AV de baix
contrast i el test de qualitat de visié. El gruix de la capa de cel-lules ganglionars en el moment
basal es va demostrar com un bon predictor de I’AV de baix contrast al cap de 6 mesos. La
xarxa visual cortical estructural i funcional al moment basal també va predir la visi6 amb baix
contrast, identificant diversos parametres especifics com a millors predictors. Aixi doncs, els
resultats suggereixen que I’analisi de la via visual en fases inicials de la NOA pot contribuir a
predir la discapacitat visual permanent i d’aquesta manera pot ajudar a establir la severitat de

I’esdeveniment i orientar l'estratégia terapeutica.
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RESEARCH ARTICLE OPEN ACCESS

Retinal Damage and Visual Network Reconfiguration
Defines Visual Function Recovery in Optic Neuritis

Pabl Villoslada, MD, Bisabeth Solana, Phi), Sahut Mba-irhalat Mic Boy Martinez Heras, Bl
Franoesc Vivg, MID, Bisabet Loper-Sabey, PHD, Alberio Calvi, MD, snna Camos-Camrer as, MO,

Marina Dosi-fasds, MO, Rafel Aloubierre Ballsc, MO, FERD, Bena H MarSnesLapiscna, MO, PRD, MPH,
Yialanda Blanm, MO, PhD, Sara Lufiu, MD, PR, and Bemardo £ Sancher Dabmau, M0, PHD

Neursl Newrobnw uns] New mdgflasm 20241 12300288 dod: 101212 /L0000 O EE8

Abstract

Background and Objectives

Recovery of vision after acute optic neuritis (AQN ) is critical to improving the quality of life of
people with denmyelinating diseases The objective of the study was to prospectively assess the
changes in visual acuity, retinal layer thicknes, and cortical visual network in patients with AON
toidentify the predictors of permanent vissal disability.

Methods

Westudied a progpective cohort of BB contecutive patients with AON with &-moenth fllow-up
wsing high and low-contrast (2.5%) visual acuity, color vision, retinal thicknes from optical
coherence tomo graphy, latencies and amplitedes of multifo cal vissal evoked potentials, mean
deviation of viswal felds, and diffission -based strectural (n= 53) and functional (n = 19) brin
MR to amahyze the cortical vial network The primary outcome was 2.5% low-contrast vision,
and dats were aralyzed with mived-effects and multivaniate regretdon models

Results

We fund that after & months, low-contrast vition and quality of vision remained moderately
impaired. The thickness of the ganglion cell layer at bateline was a predictor of low-contrast
vition & months later (B = 049 [CI 0.11-088], p = 0012). The structural cortical visual
network at baseline predicted low-contrast vision, the best predictons being the betwe enness of
the right parahip pocampal corter (£ =—006 [C1-066t 0 006], p =00021 ), the node strength of
the dght V3 (8 = 1.72 [CT029-3.15], p = 002}, and the chstering coefficient of the left
intraparietal suleus (B = 57.8 [C1 123-103.4], p = 0015). The functional cortical visual
network 2t baseline abo predicted low-contrast vision, the best predictors being the be
tweennes of the lefi ventrl occipital cortex (B = 8.6 [Cl: 403-13.3], p = 0.009), the node
strength of the right intraparietal sl cus (B =-279 [CL: -5.1- 4], p= 003), and the dustering
cosfficient of the lefi superior parietal lobule (8 = 5015 [CI 50.8-9522], p= 003).

Discussion

The amessment of the visual pathway at baseline predicts permanent vision disabiity affer
AON, indicating that damage is produced eady after disease onset and that it can be wsed for
defining vision impaimment and guiding themapy.

Introduction

Acute optic newritis (AON) of dennyelinating origin is commonly observed a8 a relapse of
multiple sdercsis (MS), MOG-associated diseate (MOGAD), AQP-4 newromyelitis optica

——
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Glossary

ADN = acute optic neuritis; AQP4-NMOSD = ACQP-4 nevromyelitis optica spectrum disorder; DT = diffusion tenvor mode];
DWI = diffision-weighted imaging FA = Factional anisotrepy; GCIPL = ganglion cell phas inner plexiform biyer; HCVA =
high-contras visisal acuity; INL = inner audear Lawen LOVA = bow-comn trast vidual scuty; MOGAD = MOG-aisociated diseaie;
mBNFL = macular ENFL; MS = multiple scerosis; OCT = optical coherence tomography; pRNFL= peripapillary retinal nerve

fiber Loyer; refMRBI = restingstate functional MRI; VEP

Choestionmaine-25%

visual evoked potentialy; VFQ-25 = Visual Funcioning

gpectrzm disorder (AQP4-NMOSD), or idiopathic * AON i
commonly seen at the dinic, with 3 mean anmeal prevalence of
8 cases per 100000 person year and AON mean anmial in-
cidence rate of § cates per 1 person-years (appror-
mately 130,000 patients yearhy ). In AQN, the autoimmune
process destroys the myelin and sever avond, indudng retro-
grade degeneration of the retind ganglion cells, with sub-
sequent inner retina atrophy, a8 well 2 anterograd e functional
impairment to the postedor visual pathway, leading to visw]
impairment” The thinning of the ganglion cell pls inner
plexifrm layer (GCIPL) or peripapillary retinal nerve fiber
Layer (pRINFL) takes place inthe fret 3 to4 monthe, but mainky
in the first 4 weeks affer ondet and remaing almest stale sine
that ** After inflammation resolution, remyslination may occor
approximately | month afer onset, but pathologic and mo-
lecular abmorma lities remain, contriluting to permm ent visw]
disability. ™" The cortical vissal network changes over time in
responge to the damage and may contrbuke to dinical
recovery ™ The standard of care for AON is high-dose
corticosteroid therapy, and in cates with suboptimal responde,
phsmaphersi is uied * However, whether the use of cor-
ticosteroid therapy influences the res dual disabidity after AQN,
bated on the results of the Optic Newritis Treatment Trial, is
under discusion ™ For this resson, it s been proposed that
early trestment, in the first 7- 10 days, should be pursued ™
defining AON a5 an emengency,” the "Optic Neuritis Code”

Recovery fom AON is ofen mnconplete and impain patient”
quality of i ™ There is the misperce plion that recovery is good
becaise of the lack of sensitivity of high-contrast viswal acuityin
this condition.™ However, when wsing the most sensitive visud
outcomes, such as 5% low-contrast vision or the viaual quality-
oflife ool Viss] Punchioning Cheestionnaine-2§ (VEQ-25) phes
10 nevro-ophthalmologic items, it i observed that most of the
cates suffer moderste vidon impuimment in the long term ™
Previouws studies hove identified that view] acwity and eolor vision
Jois, retinal atrophny, length of the optic nerve dumage on MBL o
Litencies of the visual evoked potentisle (VEPs) may predict
vimsal recovery dfter AON,™ but not dl studies have fnund
mchpmdicmn:"l-' 1, 3 comprel prospecive amal-
yuis of the anterior and posterior visual pathway damage and ite
role in predicting long-term vinsal disahility i still backing,

The objective ofthis project was to defme the couse of AON

in terms of vissal cutcomes, changes in retina thickness, and
visual network metrics to identify predictors of permanent
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vissal disabidity. To this aim, we axalyred the AOM-Vis pro-
spective cobort from Barcelona that follows patients for &
months with visual scuity asessment and quality of vision,
optical coherence t-un'ny.-.lgy (OCT), VEPs, and sdvanced
brain MBI charscterigtics™ ™ The specific aims were (1) to
definie the visual impairment by the end of follow-up [ month
6) and the retinal and cortical visml network dhanges at
structieral and fenctional levels from baseline to month & (2)
to identify predicion of low-contrast visual scuity (LCVA) 2
the primary emd point, 3t well 2t high-contrast visual scuity
(HCVA), color vision, and quality of vition by the end of
follow-up (menth 6) a8 secondary end points, wing retina
amessments and cortical visual network as predictors.

Methods

Standard Protocol Approvals, Registrations,
and Patient Consents

The Institutional Review Board of the Hospital Clinic of
Barcelona approved the stsdy, and all participants provided
written informed congent. The artide Bllows the EQUATOR
guidelines and Advited Protocol for SD-OCT Stisdy Termi-
nology and Elements (APOSTEL) recommenda tions **

Subjects

We andyzed the first 88 consecutive patients with AOMN recrsited
into fhe Barcelona AQN-Vis prospective cobort at the Hopital
Qlinic of Barcelona enrolled from Febnsary 2011 to November
A3 3e deseribed befre ™ We included pationts with unil-
eral ADM, incheding idiopathic (ADN-idiopathic ), AON as MS
omseet with dissemination in space (AQN-CIS ), AON 252 relapse
in melapaing-remitting M5 (AON-MS) and AON a8 a relapae of
MOGAD (AON-MOGAD). We exduled bilsteral AON and
AON in the setting of AQP4-NMOSD (by detecting anti-
aquporin-4 antibody) or sEemic immme-mediated disorders
becasse of the most severe damage and the different topographic
damage of the retina compared with AQN in M5,

Procedures

Al subjects underwent weeldy OCT amessments during the
first month and then monthly for & months. Month & was
defined 25 the follow-up end point because no further changes
are obierwed in vaa] disablity and cetina] thickae s sfer such
a time point™ Moreover, patients conducted brain MR,
perimetry, and multifocal visual evoked potential (mfVEP)
evahotions 2t bateline and menth 6 2 doseribed before™ A
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certified optome trist masked tothe statistical plan of the study
evaluated monocular 2 5% LOCVA wsing EDTRS Sloan plites,
HCVA uvsing EDTRS plates with LoghAR transfermation,
color vision wsing the Hardy Rand and Rittler Prendoiso-
chromatic Pltes with the best corection. We evaluated the
quality of life related to visual impairment with the VEQ-25
with the 10 mevro-ophthalmelogic tems 2 described
before™

Spectral-domain OCT was obtained using a Spectralis device
to quantify the thicknes of the pRNFL, macular RNFL
(mBNFL), GCIPL, and inner nudear byer (TML) as de-
seribed before™ The mVEPs were recorded wsing the
monocubr VisionSearch] as described be fore™

Brain MRI

MR was pedformed on 53 patients with 3 3T Magnetom Tro
scanner (Siemens, Erbngen, Gemany) with a 32-chanmnel
phased-array head coll The protocel induded strsctural
[MPRAGE, TR = 2200 ms, TE = 3 ms, FA = 7, 1.0-mm
isovtropic vonels ), * 3D-T 2 fluid-atte muated inversion recovery
(TR =3,780 ms, TE =96 ms, FA= 120, vorel size 0.8 x 06 %
30 mm, 30-mm thick, 03mm gap between shices, 40 avial
slices) and diffusion-weighted imaging (DWI) (TR = 14,800
ms; TE = 103 ms; 1040 contiguous axal dices; 1.5 mm iso-
tropic vor el size 154 % 154 motri dee; b vahse = 1,000 s/ mm’;
60 diffission encoding directions and a gingle bageline image
acquired at O &f/mm’).

Resting-state functional MBI (s-MBI) was acquired in 19
patients using a gradient-echo echo-plhnar pulse sequence
semitive to blood cxygenation level-dependent contrast
(TR = 2,000 ms, TE = 30 ms, FA = 85", 3.0-mm isotropic
vorel, 3.0-mm thick, no gap between dices), acquiring a
total of 450 frames over an acquisition time of 15:14 minas
described before®

Visual Metwork Parcellaton

The visual network framework was derived from T 1w images
and integrated 50 nodes based on reference 42, which cor-
responded to 15 diginet topographic arest in esch hemi-
sphere. This incduded 8 ventral-temporal (Viv, Vv, Viv,
hV4, VOL VO2, PHCI, and PCH2), 9 dorsal-bter] (V1d,
Vad, Vad, V34, V3B, LO1, LO2, TO1, and TOL), 7 parietal
(P50, P51, IPS2, TPS3, TPS4, TPSS, and SPLI ), and 1 fromtal
(WFEF) regioms (eFigure 1 and ¢Table 1) After this, the
lateral geniculate mecews (LGN} fom both hemispheres was
segimented using the FSLFIRST package, resulting in 52
nodes. The vohametry of these regiont was computed after
normalizing by the gl size.

Diffusion-Weight Connnectome

The diffission MRI preprocessing pipeline invelved the fol-
lowing steps: DWI dencising, Gibbs ringing cormection,
motin-induced distortion comection, and phate wwapping
proscedure to correct geometric distortion wsing gradient feld
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maps and bist field corection™ After implementing the
necessary corrections, a fractional anisstropy ( FA) scalar map
vas derved from the diffision tensor model (DTT) wsing
FSL's DTIFIT. Based on FA-weighted indices, the matrices
for structural viswal connectivity were formed using outcomes
from the advanced probabilistic streambine tractography. To
wvalidate the biological plusibility of the reconstructed
Anatomical Constrained Tractography famework From this,
a subset of 6M of streamlines was chosen, Bllowed by post-
procesing bated on anatomical exduton criteria, 2t detailed
in references 44 and 45. The parceling approach of the vissal
network, condsting of 51 nodet from the anatemical image,
wak align ed to the FAmap. Finally, the average FA value along
each connection between a pair of nodes was used to form the
FA-weighted adjcency matrix for the visual network's struc-
tural conmec tome.

Functional MRl Connectome

For the fmctional connectivity r-BRI analyss, brain signal
comeltion or synchroniration was captured based on the
Duke resting state pipeine approach®® This method
encompatsed geveral preprocessing stages, incheding dice
timing adjustment, motion correction, spatial nomalization
to 3 standand template, and band-pesm flterng to isolate fre-
quencies between 00001 and 0.08 He, all achieved using FSL
took described dsewhere ™ The predetemmined parcellation
scheme was wied to extract the average time series for each of
the 52 visual regions, resulting in a functional conmectivity
mat iy

Topologic Analysis of Brain

Connectivity Networks

Both structusl (DTT) and funcional (resting-state) con-
nectivity matrices were adjusted for g and gender influences
using linear regrre ssion, redhecing potential biztea ¥ After these
adjustments, the matrices underwent normalization to entune
uniformity in conmectivity messures across :]]Jmttip:nﬂ.
Aftervweard uting the Brain Connectivity toolbox™ to compute
graph measures from weight ed con nectivity data, we analyred
the topologic characteristics of networks in both structural
and functional domains. On 2 global scale, we assemed the
following average graph messures: betweenness centrality,
which reflects the Faction of all shertest paths passing through
a node, highlighting nodes that play a crucal role in in-
formation Bow. Global efficiency, calculated a4 sve rage inverse
shortest path length, provides insight into overall network
efficiency in information trmmisson. Node strength, rep-
resenting the sum of weights of links connected to 3 node,
offers insights related to the influence of indivi disal nodes. The
chestering coefficient, indicating the proporion of inter-
connected neighbors ofa node, pro vide s vahsable perspectives
on network tendency to form subnetworks Finally, amorta-
tivity reflects the network propensity to conmect nodes of
simibr degree® (see supplementary material ebethods for
details on graph analyds). On a more regional level, for each
of the 52 nodes defined by the parcelbtion visual scheme, we
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computed messures inchading betweenness centrality, node
strength, and dustering coeficent ™

Statistical Analyses

We described qualitative variables wing absolute and rela-
tive numbers and quantitative vardables esing medians and
interquartile ranges (IR = Pay-Py ). We plotted the abso-
hste thickness change of each macular retinal layer, referred
o 28 baseline value, from the ferst symptom in each visit up to
the &-month visit. For the pRNFL thickness, we estimated
the intereye aymmetry a the bateline value in the ON eye.
Group comparison was performed with the t-test We ana-
hyzed the temporal changes of retinal byer thickness uﬁ:rﬁ
mived-efects models with 2 knots for the 25™ and 7§
percentiles. We did not impute mising values, assuming
g 3t random, becaise of the robustness of mive d-efflect
models to misting data Predicting viaal acuity by month &
was conducted using multiple linear regression modek with
:P]:'nuuin%ﬂu published cutof of 80 and 75 pm of the
1:;]?.':»1I'.FL:""”L and the median of the pRNFL and GCIPL
from our study. The primary end point (dependent variable )
was the 2.5% LCVA by month &, and the inde pendent var-
iables were GCIPL and pRNFL thickness, nodal volumes
and network metrics, bt encies and amplibsdes ofthe miVEP,
sex, age, and use o foorticosteroidsat baseline (the EDSS was
mot incladed becae it indodes visual scuity in the sub-
scone ). Statistical analyses were pedormed using B We used
fale discovery rate (FDR) to comect for multiple
COMParsonL

Results

Visual Disability After AON

Consecutive patients (n = 88) with demyelinating AON, ei-
ther idiopathic or due to M5 or MOGAD, were recruited to
this prospective study and followed for up to & months De-
mographics and clinical charscteristios at baseline and by
month & are summareed in Table 1. At baseline, eyes with
ADN showed a profound mpaiment on 2.5% LCVA and
mild impairment on HCVA and color vision. By the end of the
follow-up (month 8), prominent LCVA disability remained

Table 1 Demographics and Qinic Characterstics of
Patients With ACN at Baseline

n =4
Age (y] S4LE(FEI-4ZT)
Sex (fema be) &5 (TeE
Duration id) 90 (&0=150)
Ettology Ieliiath iz 20 (2496 WSS 36 (1%L

O 33 (=) MOGAD: &6(T5%)
Affected eye jright] 50 (559
Cor thonsherod d IV high doeses 47 (555 oral high doses 18 Z2%]
ther apy oral howe doses = (4% non e 16 [195)
s aoemend iying 16 [Z4%)
thesr apies haros line*
isual function B alline Mansh &
affected eys
HOVA (EDTRS, loghlar) 03400 o 055 0 [0S U0
25% LOVA | Sioan, ommo 19 ESnIES
& betbers]
Collior witshon | HRR, 1 OmEE 35 (32 o 35)
& betbers]
Vizual el dz (mean “NIB-2NZE o508 453482 wm-1.53)
deviaton)
VEP Latencies | msec] 172 (15580 177) 158 (159 @ 178
VEP & myp Mitu des | miy) 121 (51 ta 149) 135 (102 o 173)
EDES 205 m30) 100m1s
VRO ZS pho bal -_ EI(ERS oS
WFQES =+ 10 fbems - TE (521 to B4T)

N ne- oph tha bmology

ahhmviathons EDSS = Expanded Sams Sy HOWA = highs
N v al sty using EDTRS charss; HRAR = Handy Rand and Riser
Posud ok odwomas: Plates, LOWA = veoonirast visuald aruity using 2 5%
ot t Shoaen ¢ o, VEP =i al esnoined poten S VRD) 25 = visual Fundtion
Ques Sonnaire.

Dadta ane shown 2 mean and atile range (OF) or number (per:
oentage). Visual aruisy refers to the e

“ DD ferifiunomide: 1 (5%, interferondbeta 5 (E0%), gatramer netae 4
(258, fingalimnd: 1 (55, dimeshyl fumarase- 1 (5%, antC DO 4 (255%)

(Sloan 2. 5% chart: 19 letters ot of 70), wherest HCVA and
color vision sgnificantly improved to almost complete re-
covery. At baseline, eyes showed an intermediste impa irment
of the visual fields (mean deviation: —11.39), prolonged la-
tencies (173 ms), and decreased amplitudes (121 mV) of the
miVEP, which partially recovered by the end of follow-up
(month &), except for the laten cies that remained signific anthy
prolonged (168 ms). Regarding the quality of vition, even if
the global quality of vition (VEQ25) retumed to normal, it
remained impaired for the score combined with the neuro-
ophthalmologic items, below the cutodf of 85 (Table 1). In
summary, patients with AON showed 3 moderate-to-severe
visual disability st presentation and moderste residual dis-
ability (low-contrast vision and quality of vision) at the end of
o llow-asp.
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Role of Corticosteroid Therapy on

Vision Recovery

Given the nonmandomized nature of this study, we con-
duscted an exploratory amalyss to inwestigate the impact
of corticosteroid treatment on AON resolution [Table 2.
We compared the visual acuity (low contrast, high con-
trast, and color vision) and quality of vision (VFQ-25)
between patients treated with high doses of corticosteraids
(either IV or orally} and those who did not. Our anabysis
revealed a significantly higher recovery of the HCVA in
high-dose corticosteroid-treated patients (p = (LU43).
However, no significant differen ces were observed for ot her
vigual outeomes
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Table 2 Association Between the Use and Timing of Corticosteroid Thempy With Visual Disability by Month &

N contioosbe rold s High-dose oo rtlon shenobds

U e Comrtieoester oilds in=18§) n = 55 P Value
HOWA [ kg ar) =008 (-007 tad) DOOES o O) oz
5% OV HM4AZo3I0T 1930y osT
Color wishon 35 355 W 35) IWEIZ 3G oE
VIFQEES ghobal L L SETETA D IEI) -—
VIFQES = 1bneurno LT Tal (B4 o EE3) -
Onset oo rtoestenn bds 1o din=3T7] #dd n=Z) P Valus
HOWA Loghiar 00 (-6 to 0) D-0L0E, 0o ==z
Z5% LCWVA 19 45m 25 125 (0, 35E) s
Ciolor wision 36 (312 0 35) IS(E1E, ) or=s
VIFQEES ghobal SEE(ETSTETE) = ETADIEN) o=rms
VIFQES = 1bneurno TE 4 (509%0 E2E) TS0 o 30T) o=

Albbrediatons EDE = Bxpanded Dabiley Situs Scale; HOWA = high-oon rast wsual soulty using EDTRS charss; HAR = Hardy Rand and Rsler Pssudoiso-
chromatic Pates; LOVA = iow-0on irast visuad 2o uity using 2 5% contrast Sioan chanss, VEP = wisual evo ked potensal; VRQES = Visual fun con quessonnaine.

IDaitaane shoven 3s maesn and Interquarsbe range: (IR

In addition, we explored the potential infleence of trestment
timing by comparing patients who received corticosteroids
within 10 days of AON onset (25 suggested in previous
stidies) with thoss trested hter™ No significant differ-
ences in any visual outeomes were found based on treatment
init iabion time

Orver 866 of patients who initially opted out of treatment had
mild or moderate vigion losa This raites the concern that
treatment decisons might be influenced by the perceved mild
severity of vision loss In addition, 1 patient with severe vision
loss aleo declined treatment. Therefore, sele ction bias cannot
be excuded in owr smessment of corticostersid efficacy in
AON, and further confirmation is warranted.

Changes in Retina Thickness in ADN From
Onset to 6-Month Follow-Up

The retina of AN eyes showedan eady and severe thinning of
the inner layers followed by a smaller swstained thinmning wnti
the end of fllowasp by month 6. The pRNFL, mRNFL, and
GCIPL showed a progresdve thinming, which was more severs
in the fist 26 days, moderate Fom day 26-71, mild thereafter,
and dhowed no dgnificant dhan ge after the fret — 160 days after
AOHN (see results from the mived models below for statistical
analysis ) (Figure 1, A-C). The INL showed a transitory mild
early thickening during the first 3 months (Figuere 1D). Mived-
effects models predicted a rate of GCITPL thinning of (230 pm
per duy, with a dear time dependence: Fom day 1-26 (per-
centile 0:25%) f = —032 pm/d, 95% CI (-0.38 to —0.25),
p value <0.00L from day 26-71 (percentile 25.75%) | =
-0.12 pm/d, 95% CI (-0.15 to —01), p valee < 0D01;
and without changes beyond day 71 (percentile 75-110%)
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B=—0u001 pm/d, 95% CI(-0004 to 0.001), p vale = 03
(Figure 24). The pRMFL ako showed a clear time de
pendence: from day 1-26 (percentile 0-25th) f= —0.14pm/d,
%% CI (~0.45 to 0.18), pvalse < 0.3; Fom day 27-71 (per-
centile 25-Tith) | = 058 pm/d, 95% CI (060 to —0.48),
pvalue < QU0 and fFom day 71 (percentile 75-1104) p =
—002 pm/d, 95% CI (~0.03 to —0.001), p value = 0.037
(Figure 2B} In summary, the inner retina showed eardy and
moderate atrophy in the firt month, followed by a soaller
dedline that stabilized by the end of the follow-up.

Predictors of Permanent Visual Disabil ity
Based on Retina Atrophy at Onset

To define the assessments at baseline that will predict the
permanent visual disability after the AON episode, defined
at the menth & visit, we conducted multiple linear spline
regresmion analyses. The model's dependent variable was
25% LOVA 3 the primasy outcome and HCVA and color
vigion at month 6 assecondary outcomes. The independent
variables included retina layer thicknesses, latences and
amplitudes of the mfVEP, sex, age, and we of corticoste-
roids at baseline. We tested 3 cutodf for retinal thickness:
the median of the layer thidkness (71 pm for GCIPL and
108 pm for pRNFL) and 2 previeusly reported cutofls for
the pRNFL [ 60 pm and 75 pm ) 2552 We found that the
best model for predicting permanent LOVA impairment
vas the GCIPL thickness (8 = 0.49 [CI 0.11-0.88], p =
0012) (Figure 3). Moreover, we found dgnificant models
for color vision wsing either the GCIPL (8 = 038 [CI
014-0.62], p =0L003) or the pRNFL <75 pm (8 =1.37 [C1
1.66-2.08], p = 003}, Regarding HOVA, we found no
significant models.

Newolagy Neuroirmmurnology & Neuroinlamination | Vaurme 11, Nuniber 6 | Mowesrites 2024

ETDIZERTS)

111



Figure 1 Change in Retina Layer Thicknesses During the 6-Month Follow-Up Period
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Changes in the Structural Visual Network in tk metrics: b centrality (average), global f-

AON Predict Visual Disability

The structural visial network®” was reconstructed in 53 pa-
tients with AON from the DTT se quences (Figure 44, ¢Table 2,
and eFigure 1). We obtained the edges’ weight of the viswl
network (ventral-temporal, dorsoparietal, and parietal-fontal
streams ) at baseline and month 6. We computed the following

ficiency, node strength (average), chustering coefficient (aver-
age), and assortativity. We found that the global statistical
properties of the visual network remained stable from baseline
to the end of the bllowup (¢Table 3). Smilar results were
obtained when conducting the analysis in patients with new-
onset disease (idiopathic and CIS) compared with patients

Figure 2 Linear Spline Mixed-Effect Modds of Retina Layer Thicknesses
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with long-standing disease (MS) (¢Tables 4-6), although
AON in the contert of MS showed 2 trend for higher duwstering
coefficient of the structural vial network

We wsed the volume of the networdk regions of interest to
comnduct correlation and regrestion analysis becae even if
vorels are ssigned to 3 ghven region, they are deformed to
reflect the changes in wlwme for a given patien . We observed
a correlation between 2.5% LCVAat the end of fllow-up and
the volume of the bikterl ventraltemporal and posterior-
occpital streams ot baseline. By contrast, the HCVA come-
lated with the left intraparietal sulous volume, whereas color

Figure 3 Predictors of Permianent Visual Impaiment After
Aoute Optic Meuritis Based on the Sewerity of
Retina Damage at Presentation
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vicion  correbted with the left domal bterl posterior-
oocpital, and right cortical domsal hiteral volume (¢Table 7).

T assess whether the strsctural visual network from the DTI
connectivity analysis predicts permanent visual disability at
month § we conducted 3 multivariate regression analysic
having 2 5% LCVA by month & a the de pendent variable, and
the irsd epen dent variables were GCIPL and pRNFL thickness,
nosdal volumes and network metrics, hitencies and amplit udes
of the mIVEF, sex, age, and use of corticostercids at baseline.
By wsing the vianl network obtained at bateline, we found
significant models predicting 2.5% LCVA at month 6 using
the betweennes centrality (B = —0.92, p = 0023) and chs-
tering coefficient (B = 32055, p=0.003) (eTable £). Indeed,
we found models predicting HCVA with the betweenness
centrality (B = 001, p = 02}, dustering coeficient (8 =
205, p = QWO0R), and mssortativity (B = —05, p = 0.027)
(eTable @)

Furthemmore, by using the strsctural viasl network obtained
at the ame time than the vison outcomes by month &, we
found significant models for 2.5% LCVA wing the netwodk
clustering coefficent (B = 16699, p = 003) (£Table 8).
Moreover, we found 2 dgnificant model for HCVA wsng
network asortativity (B = 071, p = 0036) (¢Table 9. No
significant models were found for color vison at month &
(eTable 10).

Several nodal graph metrics of the DTI strnsctural visual net-
work #t bateline contrilisted to pre dicting the vital disabiity
at month 6 (Figure 4B ). The nodes contributing to pre dicing
25% LOVA were the left V2 and V3, lefl intraparietal suleus,
right visual region V3 and V4, rght parship pocampal corter,
left Literal wecipital cortex, and left intraparietal suleus (¢Ta-
bl 11}, The sl s con tributing to poe dicting the HOVA were
the bilateral parahip pocampal cortex, beft intraparie tal sulos 1
and 4, dght bterl occipital cortex 2, and rght intraparietal
sulcus 4 and 5 (eTable 12). Finally, the nodes contributing to
predicting color vison were biliteral V2 left intraparietal
auleist 1 and 4, dght lateral occipital cortex 2, left para-
hippocampal cortex 1, right bteral oodpital cortex 2, and dght
intraparietal sulcus 5 (eTable 13).

Changes in the Functional Visual Ne twork

in ADON

The functional viasl setwork ot baseline and month & was
obtained from the resting-state IMRI sequences in a subgroup
of 19 AON cames (eTable 14). The network metrics were
calculated a5 described above. We Bund nonsignificant
chrigpest i e twork metrics Fom baseline to the end of follow-
up (eTable 15) or by comparing new-onset v& chronic MS
(€Tables 16, 17). Then, we tested the abiity of functional
visual global and nodal network metrice at baseline for pre-
dicting viswal disability by the end of follow-up wiing muli-
variate regression models (Figure 4C). First, we did not find
models based on network metrcs predicting viasal disabiity
at month & Second, the nodes that predicted the 2.5% LCVA
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Figure 4 Structural and Functional Visual Network in Patients With AON Predicting Long-Termn Visual Function
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were the lefi ventral ocdpital cortex 2, right bteral geniculate
nuceus, bilteral superior parietal lobule 1, and nght intra-
parietal sulews 1 (eTable 18). Moreover, the nodes that pre-
dicted HCVA were the dght bteral geniculate meclews and
right superior parietal lobule 1 (eTable 19), and the nodes
that predicted color vidon were right intraparietal sulos §,
bilateral V4, V1, lef lateral occipital cortex 2, right V3, right
temporal, oocipital cortex 1 and 2, left supedor paretal lobule
1, and rght intraparietal suleus § («Table 200

Discussion

By studying a prospective cohort of patients with AON for &
mciths we confirmed that low-contrast vison and guality of
vision remain impaired, jeopandizing the patient’s quality of
life. We identified predictors of low contrast visual acuity &
months after onoet based on the thinming of the ganglion cell
byer at baselime The sructunl cortical visual network at
baseline also predicted the low-contrasgt vision being asso-
ciated with the secomdary and tertiary visual cortexr, intra-
parietal sulcus, parahippocampal cortex, and lateral ocdipital
cortex as the main nodes nvolved At the visual netword
level, the best predictors were always the betweenness and
dugenng coefficient of the netwod. The cortical nodes
from the functional visal network that predicted residual
vimsal disability were the ventral occipital cortex 2, lateral

Mewrelogy Neuroirmmrnology & Neuroinflamimation | Vaume 11, Nurnber § | Nowernber 2024

geniculate nudews, bilateral superior parietal lobule, and
intraparietal sulout

Previews studies have identifed predictors of visud dyshanction.
However, most of the sthadies were either retrospective or cross-
sectional; patients were incheded several weels after dsesse onget
(»10-14 daye) or wsed small sample siws (<50 sbjects) ¥
Despite such Emitations, it has been consistently reported that
after AQN onset. In an eardier anohyss of this cohort, wie found
that the dunge Fom baeline to month 1 of followap for the
GCIPL and pRNFL were predictors of low-contrast vision™
Regarding VEF, the Danith team elegantly proved in a pro-
spective and well-powered cobort that e amplitudes and bL-
tencies comelated with the GUIPL thidnes and the amplitudes
comebited with the LOVA™ Indeed, the optic nerve damage
the visml dysfinction at Ellow-sp.™ It will be highly selevant
having avaibHe biomarkers of the visud pathway damage in
ACN; new treatments are being tested for decreasing the vised
pathway damage in this disease.

The cortical visual network has been previously anabeeed in
patients with AON. """ Backner et al. deserbed a higher

degrree and lower density of the visual network in AQN caves
than controks, with reduced information transfer efficiency

Neurology orgNN

EDDITERE)

114



and modularty in the non-NMO cates compared with con-
trok"" The mme team reported that in patients who had
suffered AQON 1 to 28 months before, the fmnctional con-
nectivity within the visusal network was higher in the AQON
group, even after controlling by the lesonal level of the optic
radiations.”™ In the cae of NMOSD, the visual network
during the chronic phese of cases with previous AON showed
an iwrexie i funchonal conmectivity in the prmary amd
secondary visual networks that comelates with low and high-
contrast vison and retina thickn es.*® Similady, the functi onal
visual network wat reduced in NMOSD or recument optic
neuritic % In this study, we demonstrate that early strseturl
arnd fursctiona] changes in the connectivity of the viaal net-
work were associated with the 6-month visual outcomes after
AON, pointing out the regional specificity of network modi-
feations and their predictive power. One message fom our
analysis based on the bk of changes from baseline to month &
ig that demage i already stablished in the fret fw days or
weeks affer divease onset, and there & not significant changes
at the network level based on the technologies we used This
might suggest that recovery is mainly due to fanctional res-
tomtion of nerve conduction, more than strectunl changes
that will be reflected on DTT and resting-state analysiz Al-
tematively, the currentstate ofthe brain network analysis may
lack resolistion o captisre minrte duanges on the networks or
that the noise of the analysis or bk of power may reduce the
ability to capture network changes Owverall, AON alters the
strseture and R ction of the cortical viaal networ, reflecting
the anterograde damage of the pathway and attempting to
adapt and eventislly compensate for such damage

Oer shndy points to several nodes of the visual network a5
predictors of vision impaimment. We should keep in mind that
the damage in AON i donein the anterior pathway, and both
Ffunctional (eg, nerve conduction blodk, desynchroniztion of
afferent inputs to the vitw] corter) and stnsctural (eg, ante-
rograde and trans-symaptic degenertion ) damage woul d spread
from focal damage in the optic nerve o the rest of the vial
network. Then, visual network changes would imply adapta-
tiond to the fist (lteral genicubite nudens), secondary (cal-
carine cortex V1 and V2), and tertiary (dorsal and ventral viasal
streams) networks. As expected, one of the most altered node
wat the laenl genicuate mescdew, confirming the spread of
damage and dysfunction fom the site of damage to the next
newron in the posterior visual pathway. Indeed, the bilxteral
primary visml cortex V1 and V2 regions were alio identified a5
predictors of visual impad rment, most likel y being affe cie dby the
trangenynaptic degenention induced by axonal trnsection in
the optic merve. Beyondthe first andsecond newron inthe vissl
pathway, other nodes of the vinsl networ identified inchaded
the intraparietd slcus, panhippocampal cortex, hteral and
ventral oecpital cortex, and asperior panetal lobule. Ina secent
study by Levin's team in patients with M5, they found that the
damage of the visud network was similer at the fmctional level
in patients with and without previews AQN, but patients with
previous AON showed degres and global efficiency of the an-
atomical visml network ™ Such resulis spport the role of trans-

N urobagy o N

symaptic degenerxtion damaging the visol network affer AQON
and the alility of the fueseienal visual network to compensate
for sch damage In our shudy, we did not frad 3 preference for
functiomal changes in the dorsolteral stream of the vinnl net-
work in patients with AON'" or a preferential damage of the
biteral middle oecipital gyrus or the inferior perstrivte cortex a8
describedin patients with M5, but awidespread damage ofthe
owverall etk 28 obe cved in patients with MS a8 well Beciise
our study did not compare the visual network between AQON
and controls or other CIS relapses, we could not confirm the
presence of incresse d functional conmectivity of the vinl net-
work 25 was described before™ Whether the involvement of
sasch high-order visial regrions s related with bran platicity &
wmpengate viaal dysfunction or represent dysfunctional areas
becase of desynchronimtion of viswl afferences will require
further studies

Several Emitations ap ply to owr shudy. The single-center de-
sign may mit the generalization of the results. As such, the
ongoing ACON trial will provide multicentric prospective
data regarding vision outcomes in AON™ Moreover, we
could not assess the influence of ethnicity, which seems to
influence the severity of retinal damage,* because our cohort
was composed almost only of White patients, reflecting the
populition our center serves. Indeed, our study inchaded
ditexte-naive cases (idiopathic and CI5) and cases with long-
standing M5, which may create additiona] noise. For this
reaton, we have conducted 3 sensitive analysis comparing
both populstions observing smiar trends, although sample
e weere small er for sulbsgroup analyeis. Regand ing the role of
corticosteroid therapy in the recovery from ADN, our analysis
was explomtory because only powered, mndomized clinical
trials could provide das Levidence for its eficacy. Indeed, the
Bt that milder cases were not treated with corticostensids
iy dinggest the pretence of select on bist. Onur shsdy did not
include the analysis of the optic nerve damage by MBI wiing
specific sequences such & double inversion mcm-\eqr:"" be-
cansse we should make 3 compromine between the goal of our
study of shadying the structunl and funclional networks wsing
DWT sl IMBI annd the e anming time for the patient. Indeed,
we have not explictly analyzed the seventy of the optic ra-
distion damage’™ became most of our cases were st epi-
sodes of M5 without lesions in the optic adistions. The visaal
network anahysis was restrained to the evolution of caves after
ditexse onget, and therefore, no compariton with the healthy
network i avaibble. The visual netwiork from healthy controls
has been used in the past,’” but this will introduce the noise
using different individualk for different time pointe In amy
case, our goal was mainly to test the ability of the vissal
network at baseline and end of Bllow-up to explain the viaal
disability. Only 53 patients had DWI images and 19 patients
had IMRI images, becusie of tming for such techmigues
implementation in the cobort or the presence of artifacts or
modifications in the sequences over the years that prechsded
their comparability. We have not asessed funchional con-
nectivity a8 in other MBI studies of the vismual network be-
case by wsing the previowsly described vissl network, ™
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higher specificity and reproducibility were expected, 2t well a2
for decreasing the multiple testing dedved noite. For this res-
som, we hove not sttempried to validste such previous reslts

Vision recovery is incomplete after AON and imits the quality
of bfe, and such incomplete recovery i predicted by damoge in
the anteror and posterior (oortical) visual pathways. The as-
setamen t of the vitiol pathway ot baseline predicts perm et
vision disability affer AQN, indicating that damage is produced
eardy affer disease onset and that it can be wsed for defining
vigion impaimment seventy and guiding theapy.
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Material suplementari:

Supplementary Materials

Supplementary methods: Graph analysis

Strength.

Mode strength is one of the most basic and widely used metrics to calculate the importance of any
given node ina network and is defined as the sum of weights of all edges connected to the node.
According to this definition, high strength indicates a highly important node in the network. We
define the strength of node i, denoted by s;, as the following:

g o= Enh? with £:' e Z_ﬁ._.'lw?'fj-

Degree.

Mode degree is one of the simplest centrality measures (often used in sodal network literature) to
quantify the importance of a node in a network. It is defined as the number of edges connected to a
spedific node and can be considered a binarization of strength. We define the degree of node i as
follows:

th = Z"‘H o [ﬂvﬁff) .

where & is a function that returns 0 if the argument is equal to 0, and 1 otherwise. In other words, it
returns 1 if an edge exists between node i in layer a and node j in layer 8, and 0 otherwise. Note that,
if required, one could also define the degree per node and layer,

, @5 described above for strength.

Betweenness centrality.

A different concept of node importance is captured by betweenness centrality, which measures the
extent to which a node lies within paths between node pairs (Ereeman, 1977). In contrast to degree
and strength, this node metric is obtained by considering the full network topology and is related to
the information flow between nodes (within the same layer or across different layers). The
betweenness centrality of node i is set out in the following equation:

1 ]

b an-11 LM Ton
where g 415 the number of the shortest paths from o to d, and @ #{f) is the number of the shortest
paths from o to d that crosses node i The betweenness centrality is a value in the range [0, 1], where
1 indicates the highest centrality (i.e., the node lies in all the shortest paths from all pairs of nodes)
and 0 denotes a node that is not in any of the network's shortest paths.
Closeness centrality.
Closeness centrality evaluates the average distance from one node to all other accessible nodes in the
network. Similar to the previous metric, this is a global network descriptor, and is related to the
topological location of nodes within the network. The closeness centrality of node i is computed as
the average distance between i and all other nodes in the network:

o ( Ln,) -

where values close to 1 denote very high centrality and values close to 0 indicate very low cemtrality.
It should be highlighted that under this metric definition, the more central a node is, the closeritis to
all other nodes.

Gloabl efficiency.

A network's efficiency is a measure of its capacdity to exchange information between nodes (Latora &
Marchigr, 2001- 3tgnley et gl 2015). At a global level, effidency is defined as the sum of the inverse
of all pairwise distances between nodes and measures how well information is exchanged within the
network. Fvnrmalh' the efficiency of node i is computed by the following equation:

..rlr'.ll E*FD-

where G; is the set containing the immediate neighborhood of node i, but excluding the node itself,
and o} is the degree of node i as defined above. Analogous to the other measures, the efficiency of
node i is in the range [0, 1], where values dose to 1 indicate maximum local effidency in the network.
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eTable 1: Visual Network Regions of Interest’: Names and Coordinates
ROl | Coordinates in MNI
(Left; Right hemisphere)
Ventral-Temporal

Viv |-6,-82 -3;9,-80,-1

V2v | -10,-78,-8; 10,-76,-7
V3v | -18,-76,-10;18, -72, -8
hv4 |-27,-77,-12;29,-76,-11
VOl |-27,-68,-10;27,-65,-9
vO2 |-26,-60,-10;26,-57,-8
PHC1 | -25,-52, -9; 26, -50, -8
PHC2 | -26,-42,-9; 27,-42,-10
Dorso-Lateral

Vid |-8,-89,4;11, -87,7

V2d |-10,-91,12; 14,-88, 15
V3d |-17,-89, 15;21,-86,17
MST | -47,-66, 8; 47,-60, 7
hMT | -45,-74,7;48,-67,8
LO1 |-33,-83,8;36,-81,9
LO2 |[-40,-80,7;42 -75,8
V3a |-18,-85,23;22,-82,27
V3b |-29,-84,15; 34,-80,17
Parietal and Frontal

IPSO | -25,-75, 31; 29,-73, 32
IPS1 | -22 -69, 40; 26,-67, 40
IPS2 | -20, -66, 47; 24, -63, 48
IPS3 | -22,-59, 53; 24, -58, 53
IPS4 | -27,-54,52; 28,-52, 54
IPS5 |-32,-47,51;32,-46, 54
SPL1 |-9,-58,53; 11, -54,57
FEF -31,-2,52; 30, -2, 52

V1 = primary visual cortex; V2 = secondary visual cortex; V3 = visual area V3; (v = ventral; d = dorsal); hv4 = human visual region
V4; VO = ventral ocdpital cortex; PHC = parahippocampal cortex; MST = medial superior temporal area; hMT = human middie
temporal region; LO = lateral ocdpital cortex; IPS = intraparietal sulcus; SPL = superior parietal lobule; FEF = frontal eye field;
M1 = primary motor cortex; SMA = supplementary motor area; IFG = inferior frontal gyrus ; PO = pars opercularis; PT = pars
triangularis. ’Wang L, Mruczek RE, Arcaro MJ, Kastner S. Cereb Cortex. 2015;25(10):3911-3931.
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eTable 2. Clinical characteristics of the patients included in the MRI structural visual network

analysis (DWI)
Baseline Month &
n 53 42
Age 36.4 (5D: 8.9) 37 (5D 8.7)
Gender, women 44 (83 %) 33(79 %)
EDSS score 2.0 (range: 0.0-5.0) 1.5 (range 0.0 -3.0)
Steroids:
Hnne.+ursi 15 (28 %) 11 (26 %)
IV + high dose 38 (72 %) 21 (M%)
HCWA LogMAR 023 (IQR: 0.08 - 0.85) -0.01 (IQR -0.06 - 0.04)
2.5% LCVA 0 (I0R: 0 -0) 20.5 (IR 3-29.3)
HRR 22(0-31) 36(315- 36)

eTable 3. Structural visual network metrics at baseline and month 6. Results are shown as means
and (standard deviations) for the structural visual network

Baseline Month &
n=53 n=42 I

Betweenness

Centrality 62.4(11.2) 60.6 [6.5) 0.533
Global Efficiency 0.32 (0.03) 0.32 (0.03) 0.546
Node Strength 13 (2) 132 (2.1) 0.629
Clustering

Coefficent 0.36 (0.03) 0.36 (0.04) 0.989
Assortativity 015 {0.11) 0.14 (0.07) 0177

Differences were analyzed using Mixed-effect models with subject-specfic random intercepts, graph
metrics were used as response variable and disease duration as predictive value adjusted for sex, age

and scan type.
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eTable 4. Clinical characteristics at baseline of the patients included in the MRI structural visual
network analysis (DWI) comparing idiopathic/CIS to MS cases

AON-idiopathic/CIS AON-MS p-value
n 34 19 -
Age 351 (5D: B.4) 38.6(5D:90.5) 0.197°
Gender, women 28 (B2 %) 16 (B4 %) 0.99o®
EDSS score 2.5 (range: 0.0-5.0) 1.5(range: 0.0-4.0) 0.454°
Steroids:
Mone + oral 10 (29 %) 5 (26 %) 0999
IV + high dose 24 (71%) 14 (74 %)
HCVA LogMAR 0.22 (IQR: 0.1 - 0.68) 0.35 (IQR:- 0.02 - 0.98) 0823
2.5% LCVA 0 {IaR: 0-0) 0 (IQR: 0-0) 0.7
HRR 23 (IOR:0-312) 18 (IQR: 0 - 30) 0.9291°

Student’s t-test; *Chi-squared test; “Wilcoxon—Mann—Whitney test.

eTable 5. Structural visual network metrics at baseline in patients with AON-idiopathic and AON-CIS
vs. AON-MS. Results are shown as means and (standard deviations) for the structural visual network

AON-idiopathic/CIS ADN-MS
p-valug
(n=34) (=19}

Betweenness
Centrality 61.4(11.2) B64.2(11.2) 0.384
Global Efficiency 0.32 (0.04) 0.31 {0.03) 0.709
MNode Strength 13.1{2.07) 13.0(1.89) 0.B56
Clustering
Coefficent 0.35(0.03) 0.37 (0.04) 0.06
Assortativity 0.15(0.12) 0.14 {0.09) 0.568

Group differences done with t-test.

eTable 6. Structural visual network metrics of patients with AOM-idiopathic/CIS at baseline and
month 6. Results are shown as means and (standard deviations) for the structural visual network

A) structural visual Baseline Maonth &

network n=34 n=125 I ue
Betweenness

Centrality 61.4(11.2) 61.61 (7) 0.799
Global Efficiency 0.32 (0.03) 0.31 (D.04) 0.447
MNode Strength 13.05 (2.06) 12 76 (2.27) 0573
Clustering

Coefficent 0.35 (0.03) 0.35 (0.04) 0.436
Assortativity 0.15(0.12) 0.14 (0.06) 0277

Differences were analyzed using Mixed-effect models with subject-spedfic random intercepts, graph
metrics were used as response variable and disease duration as predictive value adjusted for sex, age
and scan type.
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eTable 7. Correlation between the volumetric analysis of the structural visual network and visual
outcomes at month 6. P values were adjusted using false discovery rate (P-adj).

ROI Beta p-value P-adj Cl-Low Clup

HCVA 1h.IPS3 -0.0003 0.017 0.0326 -0.0005 -5.7564
Th.V1v 0.0157 0.0386 0.0489 -0.0305 -0.0008

2.5%LCVA Ih.TO1 0.0247 0.0175 0.0326 0.0045 0.0448
thvid 0.0118 0.0211 0.0326 0.0217 -0.0018

. Ih.v3d 0.0065 0.0483 0.0489 48922 0.0130
Color vision ™ =07 0.0112 0.0195 0.0326 0.0019 0.0205
hViv ~0/0369 0.0001 0.0017 0.0531 -0.0206

Ih.vid 0.0290 0.0426 0.0489 0.0570 -0.0010

VFO25 1h.1PSO 0.0212 0.0404 0.0489 0.0415 -0.0010
rh.V1v -0.0291 0.0003 0.0017 -0.0431 -0.0151

thvid -0.0199 0.0009 0.0031 -0.0307 -0.0091

hViv -0.0305 0.0022 0.0062 -0.0486 -0.0123

Ih.vid 0.0368 0.0059 0.0143 0.0617 00118

VEQ2S + Ih.V2v -0.0206 0.0489 0.0489 -0.0412 -0.0001
10neuro Th.1PS0 0.0202 0.0457 0.0489 ~0.0401 -0.0004
rh.V1v -0.0285 0.0002 0.0017 -0.0421 -0.0149

th.vid -0.0198 0.0007 0.0029 -0.0302 -0.0094

Ih.V1v = left wventral temporal, posterior-occipital
Ih.V¥1d = left dorsal lateral, posterior-occipital
rh.V1v = right ventral temporal, posterior-occipital

rh.V1d = right dorsal lateral, posterior-occipital

Ih.V2v = left ventral temporal, posterior-occipital
Ih.V3d = left dorsal lateral, posterior-occipital
Ih.TO1 = left cortical dorsal lateral

rh.TO1 = right cortical dorsal lateral

Ih.IPS0 = left intraparietal sulcus

Ih.IP53 = left intraparietal sulcus

eTable 8. Multivariate regression analysis between structural visual network metrics and LCVA at
month 6. P values were adjusted using false discovery rate (P-adj).

| baseline Monith 6
B (95%: C1) P-value | P-adj E(95%Cl) |P-value| P-adj
Betweenness -0.92 -0.48
\ ! I 0268 .
Centrality (17--014) | %02 | 0070 | )30 0ag) 0.536
9798 -127.28
Global Efficiency (-416.73 — 240.78) 0.586 0.703 t-:;i.l;— 0569 | 0.851
.57)
-2.45 0.61
0.875
Node Strength (043-452) | 0475 | 0703 | o3 0 0.875
. \ 320.55 166.99
0.030
Clustering Coefficient (121.87 - 519.2) 0.003 | 0.017 1723 —316.74) 0.180
Y. 10,82 66.72
Assortativity (-51.27 - 72.87) 0722 | 0722 -5.56— 139.01) 0.069 | 0.207
. -6.32 -154
Steroids (-16.61— 3.97) 0217 | 0434 (-9.91 - 6.83) 0709 | 0851
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eTable 9. Multivariate regression analysis between structural visual network metrics and HCVA at

month 6. P values were adjusted using false discovery rate (P-adj).

Baseline Month 6

B(95%Cl) | P-value | P-adj | B(95%C1) |Pvalue| P-adj
Centrﬂlit\rm [u_uu;-—u?mﬁ} 0.002 | 0.012 l—u.l;:]alﬂi:lﬂll 0288 | 0.295
Global Efficiency I—2.4gf;.2?] 0.740 | 0.740 [-s_:;_ész o5)| 0292 | 0295
Node Strength | ﬂu_ugﬁn_ug] 0101 | 0152 |, ﬂu_ugﬁln} 0295 | 0295
E::I:!I’:ﬁﬂl;lmefn |—35-221]ja_5n} 0.008 | 0.024 [-2_4-31;1013} 0114 | 0270
Assortativity ( n_giﬁg_m:;] 0.027 | 0.054 [-13?3 }ﬂ )| 0036 | 0216
Steroids ( -u_t?éu—zn_u 0546 | 0655 |, -u_ngﬁ]_la} 0135 | 0270

P-adjusted using false discovery rate (FDR)

eTable 10. Multivariate regression analysis between structural visual network metrics and color
vision at month 6. P values were adjusted using false discovery rate (P-adj).

Baseline | Month 6
B(95%Cl) | Pvalue | P-adj | B(95%C) | Pvalue | P-adj
Betweenness -0.14 012
. 3 X 0578 3
Centrality 042-013) | %2 | 0°%0 | (os5-03y) 0.754
-42.38 >4.86
Global Efficiency ) 0.429 0.590 [-169.88 - 061 0.754
[-151.37 - 66.6)
279.61)
Node S 0.26 0824 | 0.824 059 0754 | 0.754
e Strength (216-269) | : (a41-323) | @ -
Clustering 28.63 14.30
Coefficient (-3898-09724) | 0396 | 0590 | crp3_gqeq| 0620 | 0754
Assortativi 748 0.463 | 0.590 1072 0528 | 0.754
Wity (2825-1329)| % : (-23.66-45.1) :
Steroids 147 0.405 | 0.500 168 0421 | 0.754
-505-212) | - (-5.91 - 2.54) : -

P-adjusted using false discovery rate (FDR)

124



eTable 11. Modes of the structural visual network at baseline predicting 2.5%LCVA at month &

Betweenness

i B (95% C1) P-value
HV2d | o i ﬁ_mn 0.045
LH IPS1 ( oo 0 0.048
RH HV4 0. ;gf’:lz} 0.039
RHPHC2 | o ﬁ;]ffl 0 | 002
Node Strength | B (95% C1) P-value
LHV2d :u_u?l:a 253) 0.04
LH V3w o 21_5'21 ) 0.026
LH 101 :u_utiiaz_m 0.042
RHV3v :u_z'; f‘23_151 0.02
Sustetie | Beswa) | Povelue
LHvad :14_2ﬁ“:312'a_44: 0.023
LH1Pse :12.32ﬁf]3.39: 0015
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eTable 12, Nodes of the structural visual network at baseline predicting HVCA at month &

LH PHC1 m‘l“ﬂfm 0.042
LHIPS1 0 E‘l;'"l:] 1) 0.003
LH 1PS4 . mmlﬂg 008) 0.001
RH LO2 . mﬂﬁﬂ:ma] <0.001

0.03
LH PHC1 (.01 0.05) 0.008
0.12
RH IPSS 0.014
(0.03-0.21)

-085
LH IPS4 (157-013) 0.022
0.58
RH IPSS 0.006
(0.18 - 0.99)
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eTable 13. Nodes of the structural visual network at baseline predicting color vision at month 6

Betweenness

i & (95% C1) P-value
LHV2v [—D.uij:—ﬁﬂ.DUI} 0045
LH IPS1 ( ﬁ_u;ui]-lu_nn 0.005
LH PS4 [ﬂ_zf;]f]_nn 0.001
RH LO2 :41.2:1“—-1};1.111 <0.001
Node Strength | R (95% Cl) P-value
LHVO2 [—1_i?:_13:- 0.02
LH PHC1 ¢ 1_5_50;91_34} 0.004
RHVO2 [—1_9;1]?0_251. 0.012
RH LO2 (1. 4;]_'?‘1_[)3] 0.042
RH IPS5 6. :;‘ 1_30_2} 0.049
2l | & (95% Cl) P-value
LHiPse :1||:t_|:31—3 -.:12_59] 0005
RH IPS5 (31 ;;_ﬁi 65) 0.015
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eTable 14. Clinical characteristics of the patients included in the MRI functional visual network

analysis (resting-state fMRI)

Baseline Month &

n 13
Age 354 (50=9.4) 3461 (D= 7.55)
Gender, women 16 (88 %) 10(77 %)
EDSS score 3.0 (range 0.0—-3.0) 1.0 {range 0.0—3.0)
Steroids: 3 (16 %) 2{15%)

MNone + oral 16 (B4 %) 1185 %)

IV + high dose
HCVA LogMAR 0.46 (5D=0.41) -0.01 (50=011)
2.5% LCVA 256 (SD=7.7) 16.67 (15)
HRR 25 (IOR=0-30) 35 (305-38)

eTable 15. Functional visual network metrics at baseline and month 6. Results are shown as means

and (standard deviations) for the functional visual network

Baseline Month & I

n=19 n=13 ue
Betweenness
Centrality 326 (5.50) 345 (7.65) 0.349
Global Efficiency 0.513 (0.063) 0.518 (0.086) 0.873
MNode Strength 535 (6.79) 54 (892) 0.899
Clustering
Coefficient 0.507 (0.069) 0.513 (0.089) 0.886
Assortativity -0.016 (0.012) -0.016 (0.014) 0.805

Differences were analyzed using Mixed-effect models with subject-specific random intercepts, graph
metrics were used as response variable and disease duration as predictive value adjusted for sex, age

and scan type.
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eTable 16. Functional visual network metrics at baseline in patients with AON-idiopathic and ADM-
CIS vs. AON-MS. Results are shown as means and (standard deviations) for the functional visual

netwaork
L 5 p-value
(n=13) (n= &)
. 335(4.73) 30.5 (6.91) 0.365
Centrality
Global Efficiency 0.52 (0.07) 0.51 (0.06) 0.781
Mode Strength 53.7 (7.39) 53 (5.89) 0.B46
Clustering
Coefficient 0.51 (0.08) 0.5 (0.06) 0.872
Assortativity -0.02 (0.01) -0.01 (0.01) 0.412

Group differences done with t-test.

eTable 17. Functional visual network metrics of patients with AON-idiopathic/CIS at baseline and
month 6. Results are shown as means and (standard deviations) for the functional visual network

== Vig | puaue
m"ﬁ’ 335 (4.73) 33.9 (8.69) 0.981
Global Efficiency 0.52 (0.07) 0.53 (0.09) 0.597
Node Strength 53.7 (7.39) 55.5 (9.16) 0.567
Emﬂﬁt 0.51 (0.08) 0.52 (0.09) 0.557
Assortativity -0.02 (0.01) -0.02 (0.02) 0.890

Differences were analyzed using Mixed-effect models with subject-spedfic rmndom intercepts, graph
metrics were used as response variable and disease duration as predictive value adjusted for sex, age

and scan type.
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eTable 18. Nodes of the functional visual network at baseline predicting 2.5%LCVA at month 6

Betweenness centrality B [95% C1) P-value
LH Vo2 {4.&5? ﬁa.az 0.009
RH LGN [ n_uf;uj‘u_u1: 0.026
Clustering coefficient B (95% C1) P-value
LA sPLL {50_353:}—1§§2_221 0.038
RH LGN ( s_zésf;:s_sj 0.045
Node Strength B (95% C1) P-value
RH IPS1 [_5_1;2'_?3}. a1) 0.034
LH SPL1 ( u.af fi 08) 0.037
RH LGN {0_1;'312_ a7 0.037

eTable 19. Nodes of the functional visual network at baseline predicting HCVA at month 6

Betweenness Centrality B [95% C1) P-value
0.0004
RH LGN 0.010
(0.0002 — 0.0005)
-0.04
RH SPL1 10,089 —0.0007) 0.048
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eTable 20. Nodes of the functional visual network at baseline predicting color vision at month 6

Betweenness centrality B (95% C1) P-value
RH IP55 ﬂ-[l-.l]'-;}f:-;.UZ] 0.011
RH hv4 :—5_4-?.—23109] 0.016
RHVO1 :—ﬂ_ﬂiﬂ-é_ﬂﬂﬂ'l] 0.017
LH Lo2 ﬂ-ﬂ.S-?..ﬂj-ﬂ_l] 0.017
LH hv4 :—G_E?I—IL_UE] 0.017
RH V3w ﬂ—ﬂ'.ﬁ_;}f-?llli] 0.017
RH TO1 ﬂ-ﬂ.l;g.f:]_l] 0.027
RH TO2 [ ﬂ_mﬂ_ﬂ_émﬂ 0.029
LH 5PL1 ﬂ-ﬂ.ﬂ'ﬁ_uﬂ—.?;.ﬂﬂﬂ 0.042
Clustering coefficient B [95% C1) P-value
RHIPSS ﬂl.ﬁﬂﬁﬁf;.-ﬁl 0.047
Mode Strength & (95% Cl) P-value
RH IP55 [ﬂ-_ﬂgf?JBS] 0.045
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eFigure 1. Pipeline for diffusion-based MRI processing. The upper panel shows the parcellation
scheme of the 52 visual nodes, the probabilistic tractography and the matrices of connectivity between

pairs of nodes based on fractional anisotropy representing the visual network. The bottom panel shows

the visual cortical nodes.
sIFuallaleor v sy O Yals bl cron b v b gy TR ey bl
VEZ nodesy (RS wenhtod ratrive
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Treball 3: Predictive value of retinal atrophy for cognitive decline across disease duration
in multiple sclerosis.
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V. DISCUSSIO



L’EM ¢és una malaltia heterogenia tant pel que fa al curs clinic com a la simptomatologia, i pot
evolucionar cap a la discapacitat fisica i cognitiva, afectant negativament la qualitat de vida de
les persones. A més, en el cas que la NOA, estigui 0 no associada a ’EM, és freqiient que es
produeixi una pérdua de I’AV que es recupera parcialment o totalment en la majoria d’ocasions,
pero és habitual que persisteixi una qualitat visual baixa un cop passada la fase inflamatoria.
Es necessari realitzar un seguiment molt acurat de les persones que pateixen aquestes malalties

per tal d’adequar el tractament a les seves necessitats.

Per tal d’avangar-se a I’empitjorament clinic aixi com per facilitar el seguiment dels afectats i
millorar el coneixement d’aquestes malalties, és necessari continuar amb la cerca de nous
biomarcadors sensibles al dany desmielinitzant i neurodegeneratiu, que puguin ajudar a
individualitzar les estratégies terapeutiques i de monitoratge dels pacients. En els treballs que
componen aquesta tesi s’han avaluat diferents biomarcadors dins la via visual, per a poder
entendre 1 predir la discapacitat en ’EM 1 la NOA. Considerem que la via visual és un model
molt convenient per ’estudi de les malalties desmielinitzants perque esta ben definida i és una
diana frequient del dany. A més, pot proporcionar informacié del dany focal i també de
I’afectacid global del SNC. Els estudis realitzats han fet possible concixer en viu els canvis
moleculars que presenta la retina durant la inflamacié aguda i cronica en aquestes malalties
mitjancant I’espectroscopia Raman, millorant la comprensio de la seva fisiopatologia. L’analisi
de la via visual anterior mitjangcant I’OCT 1 de la via visual posterior a través de I’analisi de la
xarxa visual cortical, tant estructural com funcional, ha estat utilitzat per predir la discapacitat
visual en la NOA. A més, els gruixos de les capes de la retina quantificats amb I’OCT s’han
avaluat com a predictors de la discapacitat cognitiva en I’EM. Aquests treballs han permes
avancar en la prediccid del risc de discapacitat en aquestes malalties amb 1’objectiu de

personalitzar de manera més efectiva la presa de decisions.

En aquest sentit, al treball In vivo molecular changes in the retina of patients with multiple
sclerosis, s’ha estudiat els canvis moleculars capturats pel prototip d’espectroscopia Raman
fent la lectura a través de la retina. Aquesta estructura forma part del SNC i ofereix la
possibilitat d’accedir-hi de manera no invasiva 1 amb facilitat. Altres técniques d’imatge no
permeten avaluar la mateixa informacio i a més poden necessitar I'tis de fluorurs com en el cas

del NIR (imatge en infraroig proper), tenen poca resolucié com el PET (tomografia per emissio
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de positrons) o estan limitades a detectar poques molécules com en l'espectroscopia per
ressonancia magnética (MRS). El nostre estudi va partir del treball de Marro (2014), on es va
seleccionar les molécules que tenen una influéncia en els processos implicats a la retina i a més
es va dur a terme una analisi prévia amb mostres de ratolins que va permetre identificar quines
molécules presentaven una bona relaci6 senyal/soroll i, per tant, podien ser detectades amb
aquest prototip [25].

Per tant, l'estudi actual es va desenvolupar considerant que I'espectroscopia Raman permet
avaluar els canvis moleculars de la retina tant en el procés inflamatori com cronic o
neurodegeneratiu de les malalties, relacionant aquests canvis amb els processos biologics que
hi estan implicats. En aquest treball hem identificat modificacions en les molecules
relacionades amb el subministrament d’energia 1 en la biologia dels axons o la sinapsi, 1 també
hem trobat una relacid entre els canvis de les concentracions moleculars i la disminucio dels
gruixos de les capes de la retina. A més, hem avaluat longitudinalment les modificacions
moleculars al llarg del temps en I'EM, on s'han observat els canvis neurodegeneratius, i en la
NOA, on sha realitzat el seguiment del procés inflamatori. Aquests canvis moleculars
reflecteixen la fisiopatologia de 1’afectacio neural i, per tant, poden ajudar a entendre com i per

que es produeix la discapacitat permanent.

Els resultats al nostre estudi indiquen que en els pacients amb un procés inflamatori cronic a
causa de ’EM, es produeix una disminucié de metabolits implicats en la produccié d'energia i
en la degeneracié dels axons a la retina, com ara el NADH i el NAA [160,164]. Aquests nivells
es correlacionen amb l'escala de discapacitat (EDSS), reflectint la influencia del metabolisme
energétic i la integritat axonal en la discapacitat a ’EM. A ’analisi longitudinal es confirma la
disminucié dels metabolits relacionats amb les mitocondries i el subministrament d'energia
(NADH, FAD), que es veuen afectats tant pel dany inflamatori agut com cronic a la retina
[208,209]. Aquests resultats son coherents amb la literatura que descriu I’afectacié de la funcid
i el transport mitocondrial al llarg dels axons [210]. També varem observar una disminucio de
AP al llarg de la malaltia que concorda amb la reportada al cervell i al LCR [211] i que sembla

estar relacionada amb el dany neuroaxonal i la perdua de mielina [212].

L'evoluci6 de la inflamacié aguda de la retina s’ha associat amb un augment del glutamat, la
qual cosa suggereix que I’excitotoxicitat participa en l'evolucio de les lesions focals d'EM, com

ara la NOA [161]. Aquests nivells alterats de glutamat també s’han pogut observar al cervell
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de pacients amb EM mitjancant RM [213-215], suggerint que el glutamat pot mediar

I'excitotoxicitat en I'evolucié de la malaltia.

Finalment, els resultats en aquest estudi indiquen que els canvis en algunes molécules, tant en
la fase cronica com en la inflamaci6 aguda, s’associen amb els canvis estructurals mesurats
mitjancant I’OCT. En el cas de I’EM s’observa una variaci6 en els nivells de
fosfatidiletanolamina, principal component estructural de la mielina. Aquesta variacio es
correlaciona amb el gruix de les capes de les fibres GCIPL i pRNFL, les més alterades per la
malaltia, probablement a causa de la degradaci6 de la mielina associada amb la disminucié
d’aquest fosfolipid [162]. El gruix d’altres capes de la retina també es correlaciona amb canvis
en els metabolits associats al dany neuronal o sinaptic (ONL-AB i SNCA; fotoreceptors-
SNCA), I’energia i la biologia dels axons (fotoreceptors- FAD) o els lipids de la beina de
mielina (ONL-PC) [159,162,165-167]. En el cas de la NOA, el gruix de la pRNFL s’ha
relacionat amb els nivells de glutamat i la GCIPL amb la FAD, molecula que participa amb
I’energia i la biologia dels axons [159]. Els canvis moleculars descrits podrien explicar la

vulnerabilitat de les capes de la retina al dany ocasionat per 'EM i la NOA.

Dels resultats de l'estudi podem concloure que I'espectroscopia Raman reflecteix el dany
associat a 'EM i la NOA, amb una elevada fiabilitat test-retest. A més, ha demostrat ser una
prova sensible a I'evoluciod clinica dels pacients amb EM i NOA. Tot plegat, i juntament amb
la rapidesa d'administracio i la bona tolerancia per part dels pacients, confirma la seva utilitat
a l'estudi del funcionament biologic d'aquestes malalties a través de la via visual. No obstant
aix0, €s necessari realitzar treballs validadors per confirmar els resultats amb cohorts de

pacients més grans.

Siens centremen la NOA, és la causa més freqlient de perdua de visio en joves adults. Aquesta
inflamaci6 del nervi optic pot apar¢ixer com un primer simptoma de I’EM o com un brot al
llarg de la malaltia. També es pot donar en el context d’altres malalties inflamatories
desmielinitzants del SNC. La distincié entre les diferents etiologies de la NOA ajudara a

coneixer el seu pronostic i a adequar el tractament.

En aquest cas, la RM s’ha utilitzat per diferenciar les caracteristiques tipiques de les malalties
subjacents (associada a I’EM, a la MOGAD o la NMOSD) [114,216], i juntament amb I’OCT

ha permeés descriure la gravetat inicial, fer un seguiment de la inflamacié del nervi optic
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[106,217], aixi com predir la recuperacio visual que tindra la persona amb NOA al llarg del
temps [168,173]. A més, diversos estudis indiquen que gracies a la rapida evolucio de la NOA
aixi com la gravetat de la inflamacio, aquesta pot ser un bon escenari per a provar noves
medicacions en I’EM [106,218-221]. Es per aquesta rad que és tan important seguir investigant
en aquesta direccio, per tal de trobar nous biomarcadors i coneixer amb la maxima concrecid
I’evolucié de la NOA.

A Testudi Retinal damage and visual network reconfiguration defines visual function
recovery in optic neuritis s’ha descrit exhaustivament el procés inflamatori localitzat al nervi
optic fent un seguiment de la inflamacié des del moment basal i identificant els diferents
periodes de recuperacio [168,173] fins als 6 mesos, quan es considera que la neuritis esta resolta
[222]. Cal tenir en compte que el dany en la NOA es produeix a la via visual anterior, i tant el
dany funcional (per exemple, bloqueig de la conducci6 nerviosa, dessincronitzacio dels inputs
aferents al cortex visual) com el dany estructural (per exemple, degeneracié transinaptica
anterograda) es propaguen des del dany focal en el nervi optic fins a la resta de la xarxa visual.
Es per aix0 que en aquest treball vam avaluar la via visual anterior a partir dels resultats visuals
i dels gruixos de les capes de la retina, i la via visual posterior amb els potencials evocats
visuals i la xarxa visual cortical en RM. Els resultats complementen els estudis anteriors del
nostre grup que indiquen que, després d’un mes de I’inici de la inflamacié, quan aquesta esta
resolta, la remielinitzacid pot ocorrer. No obstant aix0, les anormalitats patologiques i
moleculars persisteixen, contribuint a la discapacitat visual permanent i s’observa un
deteriorament en els resultats d’AV de baix contrast i en la qualitat de visio [106,173], la qual

cosa compromet la qualitat de vida d’aquestes persones.

En general, la NOA altera I'estructura i la funcio de la xarxa visual cortical, reflectint el dany
anterograd de la via i intentant adaptar la connectivitat de la xarxa per tal de compensar el dany,
tal com s’ha observat en altres estudis, on s’indica que als pacients amb NOA mostren una
connectivitat a la xarxa funcional amb repos més alta durant la fase aguda i una disminucio
quan la malaltia recupera [204,223], especialment en les arees visuals primaries, pero no en les
arees visuals secundaries [205,206]. Aquesta reestructuracio de la xarxa visual en resposta al
dany pot ser adaptativa afavorint la recuperacio clinica com s’observa en la majoria de pacients
amb NOA [204,224]. No obstant aixo0, la reestructuracio també pot ser maladaptativa, mostrant
una reducci6é de la connectivitat, tal com s’ha descrit en pacients amb SCA i NMOSD en
comparacio amb els controls sans en alguns treballs [205]. L’estudi de la connectivitat de la
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xarxa visual ens pot ajudar a entendre amb més detall com es reestructura la xarxa a causa de
la inflamaci6 del nervi optic i coneixer la relacié entre aquests canvis i la discapacitat visual
residual. Al nostre estudi, perd, no s’ha observat canvis significatius a la xarxa visual cortical
estructural o funcional durant el periode de seguiment. Aix0 pot ser degut al fet que no hem
sigut capacos de detectar el dany posterior a causa de la NOA per les caracteristiques dels
pacients i de la metodologia emprada, ja que el dany s’estableix durant els primers dies o

setmanes des de l'aparicié de la malaltia i els canvis posteriors podrien ser de menor magnitud.

De manera important, hem demostrat que els canvis estructurals i funcionals en alguns nodes
de la xarxa visual poden predir la discapacitat visual al cap de 6 mesos, expandint els resultats
d’altres estudis [225]. Hem trobat que el volum del cortex visual primari (V1) es correlaciona
més amb la qualitat de la visi6 que amb I’AV de baix contrast, la qual cosa suggereix que
I’analisi de xarxes cerebrals pot no tenir prou resolucié per captar petits canvis i detectar
completament el deteriorament percebut pels pacients. Els canvis en la xarxa visual que poden
predir I’AV de baix contrast impliquen adaptacions a la xarxa primaria (cos geniculat lateral),
secundaria (cortex calcari V1 i V2) i terciaria (el flux visual dorsal i ventral). Com es preveia,
un dels nodes més associats a la discapacitat visual al cap de 6 mesos de la inflamaci6 ha estat
el cos geniculat lateral, confirmant la propagacio del dany i la disfuncié des del nervi optic fins
a la seguent neurona en la via visual posterior. De fet, les regions bilaterals del cortex visual
primari V1 1 V2 també s’han identificat com a predictors de la discapacitat visual, molt
probablement afectades per la degeneracio transinaptica anterograda, induida per la seccio
axonal en el nervi optic. Més enlla de la primera 1 segona neurona en la via visual, també s’han
identificat altres regions importants de la xarxa visual (el solc intraparietal, el cortex para-
hipocampal, el cortex occipital lateral i ventral i el lI0bul parietal superior). La via xarxa visual
cortical ha estat estudiada amb anterioritat amb pacients amb NOA indicant una major
connectivitat funcional en el cas de NOA [223], i en el cas de la NMOSD s’ha relacionat un
augment de la connectivitat funcional a la primera i la segona neurona amb una menor AV, AV
de baix contrast i gruixos de les capes de la retina [207], la qual cosa permet observar com
I’afectacid visual i de la retina després de la inflamacidé del nervi Optic s’associa amb una
reestructuracié selectiva de la xarxa visual. Aquests resultats donen suport al paper de la
degeneracio transinaptica alterant la xarxa visual després de la NOA, ia la capacitat de la xarxa
visual funcional per compensar aquest dany. En el nostre estudi, vam trobar una associaciode

les caracteristiques no nomes de la xarxa funcional sind també estructural amb la discapacitat
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visual en aquests pacients. Com que el nostre estudi no compara la xarxa visual entre NOA i
controls o altres brots de SCA, no vam poder confirmar la presencia d'una major connectivitat
funcional de la xarxa visual com ha estat descrit en algun treball [223]. A més, I'estat actual de
I'analisi de la xarxa cerebral pot no tenir la resolucié necessaria per captar petites modificacions
o que el soroll de l'analisi o la manca de poténcia estadistica poden reduir la capacitat de captar
canvis en la xarxa. Tot i els resultats rellevants del nostre treball, sera necessari realitzar futurs
estudis longitudinals amb cohorts més grans per entendre si la implicacio d'aquestes regions
visuals d'ordre superior esta relacionada amb la plasticitat cerebral per compensar la disfuncio6

visual o representa arees disfuncionals a causa de la dessincronitzacié dels aferents visuals.

Al nostre estudi es confirma que a la via visual anterior, les capes de la retina interna mostren
una atrofia primerenca i moderada en el primer mes després d'inflamaci6 del nervi optic,
seguida d'un declivi menor que s’estabilitza fins al final del seguiment, tal com han descrit
altres estudis [106]. Els canvis en les capes de la retina (GCIPL i pRNFL) des de I’inici de la
NOA fins al primer mes s’han considerat uns bons predictors de I’AV de baix contrast [173]
mesura relacionada amb la qualitat de visio i, per tant, amb la qualitat de vida de les persones.
Al nostre treball, s’ha apuntat que l'aprimament del gruix de la capa de cél-lules ganglionars
en el moment inicial pot ser un predictor de I’AV de baix contrast 6 mesos després de 1'inici de
la inflamacio, considerant que el llindar de GCIPL< 75um ajudara a predir aquesta pérdua.
Altres estudis observen que un valor de pRNFL< 75um pot estar associat a una alteracié en el
CV, I’AV de baix contrast i el test de qualitat de vida dels pacients amb NOA associada a ’EM
[139,178]. Els llindars de GCIPL i la pRNFL< 60um poden predir un major risc de discapacitat
visual en NOA associada a NMOSD i a MOGAD [226], confirmant una major gravetat
d’aquestes malalties [227]. A més, la INL mostra un lleuger engruiximent durant els primers 3
mesos després de la inflamacié tal com s’ha descrit amb anterioritat [222] que podria ser

indicatiu de la inflamacié que comporta la NOA [228].

En pacients amb EM, I’atrofia de les capes de la retina que es produeix en ulls que no han
presentat una NOA sembla reflectir el dany neuroaxonal irreversible que es produeix a partir
de la degeneracié axonal transinaptica retrograda durant la malaltia [179]. D’aquesta manera,
la reduccio en el gruix de les capes de la retina esta associada amb 1’atrofia cerebral [68,180] i
hi ha una evolucio similar al llarg del temps de les dues métriques. Aixi, les métriques
obtingudes mitjangant ’OCT poden ser utils com a marcadors indirectes del dany neuronal 1
axonal difas del cervell per les tendéncies similars entre ’aprimament retinal i la perdua de
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volum cerebral [32,229-231]. A més, el gruix de la retina sembla ser un bon biomarcador
predictiu que pot ajudar a identificar aquells pacients amb major risc de discapacitat fisica
[148,190] i cognitiva [191,192] permetent oferir una millor atencié a aquestes persones.

Els resultats obtinguts al treball, Predictive value of retinal atrophy for cognitive decline
across disease duration in multiple sclerosis, relacionen els indexs d’aprimament retinal i

I’evoluci6 cognitiva al llarg de la malaltia.

Aquest estudi identifica una associacio6 significativa entre els canvis en els gruixos de la pRNFL
i la GCIPL i el pendent de deteriorament cognitiu a mesura que la malaltia progressa,
especialment quan la durada de la malaltia és major. Els resultats destaquen el fort impacte del
dany neuroaxonal en el deteriorament cognitiu en I'EM i identifiquen dos periodes en la
malaltia [232]. En el primer d'aquests, la intensa pérdua de fibres nervioses retinals sembla
reflectir un dany neuroaxonal accelerat [32,229-231] mentre que la cognicié sembla no veure's
afectada tant a I’inici de la malaltia probablement per la presencia d'una reserva cognitiva i/o
mecanismes adaptatius capacos de compensar el dany [51,53]. En aquest periode, I'Us del
tractament sembla que pot oferir una certa proteccié contra el deteriorament cognitiu, donant
suport a la recomanacio de tractar els pacients des de les etapes més primerenques per tal de
prevenir les conseqliencies del dany acumulat o neurodegeneratiu [32,37], la qual cosa es
confirma amb els nostres resultats indicant que la no utilitzacié de tractament a I’inici de la
malaltia s’associa amb un empitjorament en les puntuacions cognitives. En el periode posterior,
els resultats indiquen que el dany neuroaxonal supera els processos de compensacié observant-
se una estreta relacio entre l'evolucid de I’aprimament de la retina i I’empitjorament cognitiu

[51].

A més, al nostre treball s’apunta que el gruix de la pRNFL pot predir I'empitjorament cognitiu,
de manera que les persones amb EM i amb un gruix de la pRNFL< 88um poden assolir el
deteriorament cognitiu més rapidament que els individus amb una capa retinal més gruixuda, i
poden presentar un major risc d'empitjorament de la seva discapacitat a mitja termini. Aquest
valor predictiu es fa especialment rellevant a partir dels 5 anys de progressio de la malaltia,
amb un risc 1,7 vegades més gran de presentar un empitjorament de la discapacitat en els anys
seguents. En consequliencia, la pRNFL té la capacitat d'identificar els pacients amb més risc de
deteriorament cognitiu, la qual cosa se suma a la seva capacitat préviament descrita de predir
una pitjor discapacitat clinica [148,191,193,194,233].
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En el cas del gruix de la GCIPL no es va trobar cap valor llindar que indiqués un major risc de
deteriorament cognitiu. En avaluar el risc i el temps transcorregut fins al deteriorament cognitiu
amb un gruix inferior o superior a 77um, que és el llindar suggerit en estudis previs, els resultats
no diferien entre els pacients analitzats. Altres estudis indiquen un valor predictiu de la GCIPL
per sota de 70-77um [191,194] en les proves d'atencié i velocitat de processament de la
informacié (SDMT) [191], mentre que una metaanalisi d'estudis no aconsegueix identificar cap
valor que correlacioni la GCIPL amb el rendiment cognitiu [234]. Es va dur a terme una analisi
de sensibilitat per tal de discriminar els patrons de cognici6é que va identificar una tendéncia a
una pitjor evoluci6 en pacients amb gruixos< 91,5um i més de 5 anys de malaltia, pero els
resultats no eren prou especifics ni sensibles. Potencialment, I'aprimament més rapid del
GCIPL [32,230] condueix a un efecte sol més rapid abans del desenvolupament del
deteriorament cognitiu, cosa que podria influir en aquests resultats. Es necessari ampliar el
coneixement del valor llindar de la GCIPL a partir de nous estudis amb cohorts més amplies,
ja que es tracta d’un valor indicatiu de la degeneracié neuroaxonal en la qual hi ha hagut forca
controversia [191,193,194,235] i podria aportar nova informacio sobre el risc de discapacitat
de les persones amb EM. Un dels aspectes rellevants per tal de definir aquest llindar és
estandarditzar les mesures de la zona macular de retina [236], ja que alguns instruments com
I’Spectralis® de Heidelberg permeten quantificar els gruixos de les capes de la macula amb

diferents diametres i no tots els estudis utilitzen la mateixa mesura.

D’altra banda, hi ha estudis que han valorat la pérdua interanual en el gruix de les capes de la
retina (pRNFL i GCIPL) en relacié amb I’empitjorament cognitiu avaluat a partir de la velocitat
de processament de la informaci6 i I’atencié complexa o amb I’empitjorament fisic, obtenint
un increment de risc de discapacitat per una pérdua anual de GCIPL i pRNFL superiora1,0i
1,5um respectivament [191,193,233]. Malgrat aquests resultats, es considera que aquestes
proves longitudinals no poden proporcionar una prediccié individual sind que ajuden a
identificar les tendéncies grupals a causa de I’elevada variabilitat interindividual superior a les
taxes de canvi [236], i que a més, en general, son diferéncies similars a I’error del mateix
aparell. Aquestes dades poden aportar una informacié addicional del risc de deteriorament de
la persona, sempre tenint en compte que s’han de complementar amb altres examens 1 que

serveixen com a indicadors d’una possible tendéncia a ’empitjorament de la malaltia.

Un aspecte rellevant a tenir en compte, és que els llindars en les capes de la retina associats

amb la discapacitat 1 les taxes d’atrofia cerebral son considerats sense tenir en compte
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I’existéncia de NOA, donada la gran pérdua en els gruixos de la pRNFL i GCIPL propia del
dany del nervi optic [106]. En canvi, quan s’estudia la taxa de pérdua interanual d’aquestes
capes hi ha certa controversia, i mentre que alguns estudis contemplen que la reduccié dels
gruixos de les capes de la retina és similar quan I’ull ha patit NOA amb el que no I’ha tingut
[230], altres consideren que existeix un efecte sol a partir del qual el gruix de les capes de la
retina ja no pot disminuir més [229] i, per tant, la mesura de neurodegeneracio cronica podria
quedar emmascarada [236]. Aquest és un altre aspecte en que cal continuar treballant, atés que

encara manca un consens clar.

Un punt important en el nostre article és que aporta informacio sobre la relacio entre els indexs
d’aprimament retinal i I’evolucio cognitiva al llarg del temps, avaluada mitjangant una bateria
de proves neuropsicologiques que valoren la memoria verbal 1 visual, I’atencid, la memoria de
treball, la velocitat de processament de la informacio i la fluidesa verbal. Fins al moment
s’havia estudiat majoritariament en relacio amb la velocitat de processament de la informacio
i I’atenci6 complexa a partir del SDMT a escala transversal [191-193]. A causa de la gran
heterogeneitat que mostren les dificultats cognitives en els pacients amb EM, es tracta doncs
d’una aportacié més exhaustiva sobre I’associacid de les mides de les capes de la retina 1 el
rendiment cognitiu al llarg del temps. Els resultats del nostre estudi validen 1’us de les mides
de les capes de la retina com a biomarcador del dany cerebral. A mes, la utilitzacié de llindars
facilita I’aplicabilitat d’aquestes mesures en la practica clinica i, per tant, en I’algoritme de

maneig dels pacients.

L’estudi de la via visual en relaci6 amb les malalties desmielinitzants del SNC també s’ha
estudiat a partir d’altres avaluacions. En el cas de ’OCT hi ha estudis que han valorat el gruix
de la INL (capa nuclear interna de la retina) com a marcador de I’activitat inflamatoria en ’EM
[237], on el seu engruiximent s’associa al nombre de brots i a la preséncia de noves lesions en
la RM [228,238,239] i la seva disminucié a I’as del tractament [240]. Tot i que els canvis de
gruix en INL son subtils [236] i pot ser complicat d’observar-los, es planteja com un nou
biomarcador de la inflamacié que haurem de tenir en compte en el futur. També volem
contemplar I’ts de ’AV de baix com a biomarcador, ja que, mentre que en el cas de la NOA
es considera un resultat de discapacitat visual, en I'EM es pot veure com un biomarcador
sensible que permet avaluar la discapacitat que encara no ha estat capturada a través de I'EDSS
i el MSFC [137,182,189]. De fet, en les tltimes décades, s’ha proposat com a una quarta

dimensié molt necessaria en el MSFC en alguns assajos clinics, en els quals s’ha demostrat que
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I’AV de baix contrast contribueix a la puntuacié global de manera comparable amb la resta de
les avaluacions, donant una informaci6 addicional no captada sense aquest examen i que pot
ajudar a detectar els efectes del tractament [137]. Aixi, donada la seva sensibilitat per detectar
la simptomatologia clinica relacionada amb una mala qualitat de visio i la facilitat i rapidesa
amb la qual pot ser administrada, pot ser interessant plantejar la seva incorporacio en la practica
clinica hospitalaria.

D’altra banda, per tal d'avaluar de manera més completa als pacients, I’examen cognitiu també
ajudara a comprendre la situacié individual de la persona. De fet, alguns estudis giiestionen
I’escala utilitzada per a la valoracié de discapacitat a ’EM (EDSS) i consideren que s’hauria
d’incloure avaluacions tan importants com ’afectacié cognitiva o la presencia de NOA (i en
aquesta Ultima tenir en compte també I’AV de baix contrast) [96,241], ja que poden afectar una

gran quantitat de persones [100,242].

Els treballs que formen part de la tesi doctoral posen de manifest la importancia en I'ds d'eines
com I'OCT o l'espectroscopia Raman que permeten quantificar i descriure el dany de la via
visual anterior, aixi com I'Gs d'eines de RM avancada, com les mesures de connectivitat
estructural i funcional que mesuren el dany de la via visual posterior en pacients amb EM i
NOA. Demostra l'associacio i el poder predictiu d'aquestes eines amb l'estat clinic visual i
cognitiu dels pacients. Tot plegat, confirma la seva utilitat com a biomarcadors de progressio

de la discapacitat.

Malgrat aixo, els treballs que componen la tesis també presenten limitacions. Es tracta
d’investigacions amb una mostra poblacional petita 1 predominantment de raga caucasica, la
poblacié majoritaria a I'Hospital Clinic de Barcelona, d'on provenen els pacients. En els estudis
on s’han estudiat casos amb EM tots els pacients s’han estudiat conjuntament, sense poder
coneixer les diferéncies segons els fenotips perque les cohorts han estat principalment formades
per pacients amb formes remitents recurrents, les més freqiients en la practica clinica. D’altra
banda, no s’ha analitzat directament 1’impacte de les diferents terapies en les troballes descrites.
En el cas de la NOA, s’ha realitzat un estudi complementari per explicar la importancia del
moment d’administracié del tractament amb relaci6 a la inflamacio i a la recuperacié de la
discapacitat, pero en ser una mostra petita I’estudi no té suficient poténcia estadistica. En el cas
de I'EM, s’ha tingut en compte la influéncia del tractament globalment observant com el fet de

no tractar als pacients en les etapes primerenques de la malaltia pot estar associat amb un pitjor
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rendiment cognitiu posterior. A més, ha faltat profunditzar en 1’estudi de 1’evoluci6 de la
cognicio de les persones amb EM que han patit NOA, ja que els resultats en treballs previs son
poc concloents [229,230,236].

Respecte a les linies de futur eés necessari seguir treballant en la descripcid i aplicacio
individualitzada dels biomarcadors visuals tals com I’OCT, I’espectroscopia Raman i la resta
de proves de la funci6 visual, en aquestes malalties. El facil accés i reproductibilitat de les
técniques pot permetre portar-les a la practica clinica com a part de les mesures que s’utilitzen
en el monitoratge del pacient i incorporar-les a les guies cliniques amb la finalitat de millorar

la presa de decisions i realitzar una medicina personalitzada.

Per ultim, considero que la capacitat de valorar aquest tipus de malalties des de la via visual
anterior, tant a través de I’OCT com de les proves funcionals de la visid, obre noves oportunitats
a loptometria, permetent a aquesta professid col-laborar en equips multidisciplinaris que

anteriorment no estaven al seu abast.
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VI. CONCLUSIONS



1. Hem identificat canvis metabolics rellevants a la retina en 1’esclerosi multiple i les
neuritis Optiques agudes mitjancant l'estudi en viu amb el prototip d’espectroscopia
Raman que reflecteixen alteracions en el metabolisme energétic i lI'excitotoxicitat, aixi
com amb el manteniment neuronal i sinaptic. A més, existeixen canvis en les funcions
mitocondrials i el metabolisme energeétic tant en la fase aguda com inflamatoria cronica.
Aquestes alteracions en les molécules que es relacionen amb la degeneracié axonal
presenten canvis al llarg del temps, suggerint la preséncia de neurodegeneracid

progressiva.

2. Després d’una neuritis optica aguda es produeix un aprimament precog i sever de les
capes internes de la retina i la recuperacio de la qualitat de visié és incompleta. Els
gruixos de la capa de la retina i les caracteristiques de la xarxa visual funcional i
estructural a I’inici de ’esdeveniment son predictors dels resultats visuals. Aquestes
troballes indiquen que el dany de la via visual es produeix a I’inici de la neuritis optica
aguda i que la seva avaluacio pot ser util per definir la severitat de la malaltia i establir

I’aproximacio terapeutica.

3. L’evolucidé de I’atrofia de la retina esta relacionada amb el deteriorament cognitiu a
I’esclerosi multiple, la qual cosa dona suport a I’estreta relacié entre I’empitjorament
cognitiu i la neurodegeneraci6 a la malaltia. Aquesta associacié adquireix una
rellevancia destacable després dels primers cinc anys des de I’inici de 1’esclerosi
multiple indicant que la disfuncié cognitiva és una manifestacio tardana del dany
neuroaxonal acumulat, i els resultats suggereixen una finestra temporal primerenca per
a les terapies neuroprotectores destinades a evitar les alteracions cognitives. La
quantificacio de la capa de fibres nervioses de la retina avaluada a la papil-la ha mostrat
una capacitat predictiva significativa sobre el deteriorament cognitiu global en persones
amb esclerosi mdltiple, i pot ajudar a identificar als pacients amb major risc de

desenvolupar una alteracié cognitiva.
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