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Protocolo combinado de PEV y ERG en perros beagle para evaluar la integridad
funcional de las vias visuales

Combined VEP and ERG protocol in beagle dogs to assess visual pathway functionality

D Torres-Soriano*, MC Tovar-Sahuquillo
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SUMMARY

Visual evoked potentials (VEP) and electroretinography (ERG) are known as objective and quantitative methods to analyse the functionality of
visual pathways. Separately used in the ophthalmologic clinic to evaluate retina (ERG) or central visual pathways (VEP), this study designs a combined
protocol with both techniques recorded in one session, and also proposes a normal data base for beagle. Twelve beagle dogs were used to design a
90-minutes protocol by using a mydriatic drug, anaesthetic protocol and a proper electrode placement. Flash stimulation technique was selected, and
monocular stimulations were recorded. A large number of parameters regarding light stimulation, recording, amplification, and signal averaging were
also controlled. The sequence of testing was: VEP, ERG scotopic and ERG photopic. Dogs were dark-adapted for at least 20 minutes to record VEP
and scotopic ERG, and evaluated in a darkened room. Photopic ERG was tested with a prior 10 minutes light-adaptation, in an illuminated room.
Characteristic waveforms were obtained. Four peaks were present and named as: P1, N1, P2, and N2 for VEP recordings. However, in ERG recordings,
typical a-wave and b-wave were registered, but c-wave was not present. The proposed electrodiagnostic combined protocol in this study allows the
assessment of the visual pathway integrity from retina to visual cortex in dogs. This procedure allows to collect the information in the most simple,
shorter and less stressful manner for the patient.
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RESUMEN

Los potenciales evocados visuales (PEV) y la electrorretinografia (ERG) son dos métodos de andlisis objetivo y cuantitativo de la funcionalidad
de las vias visuales, que se realizan de forma independiente en la clinica oftalmoldgica para la evaluacion de la retina o de las vias visuales centrales,
respectivamente. El presente trabajo propone un protocolo clinico combinado de ambas técnicas en una tnica sesion, ademds de una base de datos
normales para la raza beagle. Se emplearon 12 beagles para disefiar un protocolo de 90 minutos de duracién que inclufa el uso de midridticos, protocolo
anestésico y colocacion apropiada de electrodos de registro. La técnica de estimulacion luminosa seleccionada fueron flashes de luz blanca emitidos
de modo monocular. Diversos pardmetros de estimulacion, registro, amplificacion y filtrado fueron calibrados. La secuencia de estimulacién fue: PEV,
ERG escotdpico y ERG fotépico. Las 2 primeras técnicas se realizaron en oscuridad con previa adaptacion ocular de 20 minutos, mientras que la ltima
se realiz con luminosidad ambiente y previa adaptacion a la luz de 10 minutos. La grifica de PEV mostré 4 picos (P1, N1, P2, N2), mientras que el
ERG mostr6 las tipicas ondas (a y b) sin presencia de onda-c. Este procedimiento permite recoger los registros de ambas pruebas electrodiagndsticas de
la manera mds simple y menos estresante para el paciente canino, y propone una base de datos normales actualizada para el beagle.

Palabras clave: electrodiagndstico, electrorretinografia, potenciales evocados visuales, beagle.

INTRODUCCION

La evaluacién electrodiagndstica proporciona una
herramienta complementaria al examen clinico y neuro-
16gico, para evaluar la integridad funcional del sistema
visual. La electrorretinografia (ERG) y los Potenciales
Evocados Visuales (PEV) son las técnicas electrofisio-
l16gicas de mayor utilidad en oftalmologia veterinaria. Se
trata de técnicas objetivas, de gran sensibilidad y especi-
ficidad anatémica, que permiten el registro cuantitativo
de los cambios de potencial eléctrico de las células reti-
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nianas y de las vias visuales centrales respectivamente,
como respuesta a un estimulo luminoso de intensidad y
frecuencia especifica (Steiss 2003, Zaragoza 2011). Ade-
mas, informan acerca del estado funcional de la via vi-
sual, la posible localizacion de la afeccién y la evolucién
de Ia misma o del tratamiento instaurado.

En la clinica diaria, estas técnicas (fundamentalmen-
te el ERG) permiten la deteccion precoz de alteraciones
funcionales con anterioridad a su manifestacion clinica.
Ademis, el empleo de flashes como estimulos luminosos
(técnica flash) es de gran utilidad en pacientes con opa-
cidades de los medios transparentes del ojo y en procedi-
mientos que requieran anestesia general (muy frecuente
en oftalmologia veterinaria para la inmovilizacién del
animal) (Zaragoza 2011). De este modo, la frecuente ca-
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suistica de cataratas acompaifiadas con atrofia progresiva
de retina (APR) en caninos requiere del uso de esta téc-
nica de estimulacién de ERG para evaluar la actividad
de los fotorreceptores, asi como la evolucién de dicha
patologia. Adicionalmente, los PEV complementan el
estudio de la via visual. Son de gran utilidad en pacientes
con traumatismos craneoencefalicos donde la presencia
de signos inflamatorios dificulta la evaluacién de los
reflejos pupilares fotomotores o de agudeza visual, asi
como también ocurre en neuropatias épticas bilaterales.
Teniendo en cuenta la imposibilidad de evaluacion de
las células ganglionares retinianas mediante el ERG con
flashes de estimulacién, los PEV resultan de gran ayu-
da en la evaluacién indirecta de las mismas en estadios
avanzados de glaucoma. No obstante, la deteccién pre-
coz de glaucoma requiere del andlisis con tomografia de
coherencia éptica (TCO). Ambas técnicas también son
de gran utilidad en animales de laboratorio como mé-
todos de evaluacion de la toxicidad de ciertos farmacos
sobre la via visual (Sato 1982).

A lo largo de estos afios, varios investigadores han
publicado estudios individualizados de ERG o de PEV en
caninos (Sims y col 1989, Strain y col 1990, Narfstrom y
col 1995, Narfstrom y col 2002, Dos Santos y col 2004),
pero tan sélo Sato y col (1982) empleé ambas técnicas
combinadas. Sin embargo, dicho estudio combinado
(muy util experimentalmente) resulta excesivamente in-
vasivo (electrodos implantados en el hueso craneal) para
realizar en la clinica ordinaria.

Durante estos aflos, se han establecido valores norma-
les de ERG en humanos (Fishman y col 2001) y reciente-
mente se han propuesto para perros Shih Tzu (Lee y col
2009), pero no hay constancia de bases de datos normales
completas para beagles (Rosolen y col 2002 publicaron
datos de ERG escotdpico 0,01 y ERG fotépico 3,0). Res-
pecto a los PEV, Strain y col (1990) publicé una serie de
valores normales para el perro beagle empleando un pro-
tocolo individualizado de registro. De este modo, uno de
los objetivos ha sido disefiar un protocolo clinico combi-
nado de registro de ERG y PEV en caninos, que pueda
ser realizado del modo mas rapido y sencillo posible tan-
to en la clinica veterinaria como en el laboratorio expe-
rimental. Como objetivo adicional se pretendi6 proponer
una base de datos normales para registros combinados de
ambas pruebas en el perro de raza beagle.

En tdltimo lugar es necesario sefialar la presencia de
ciertas limitaciones al realizar dichas técnicas electro-
fisiolégicas en la clinica diaria, como son: el coste del
equipo de electrodiagnéstico asi como su compleja cali-
bracion, la necesidad de cualificacién especifica del vete-
rinario clinico para realizar una correcta interpretacion de
los registros, y la inexistencia de especificidad etiol6gica
de los resultados que hace necesario el empleo de técni-
cas complementarias para hallar la causa de la disfun-
cién. Audn asi, la calidad diagndstica que ofrecen estas
técnicas es merecedora de su uso clinico y experimental.
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MATERIAL Y METODOS
ANIMALES

Se seleccionaron 12 perros beagle (11 machos y 1
hembra) de edades comprendidas entre los 2 y 5 afios y
con un peso corporal comprendido entre los 10 y los 21
kg. Todos los animales pertenecian al Servicio de Ani-
males de Laboratorio de la Universidad de Murcia (Espa-
fla) (Servicio de Apoyo a la Investigacion-SAI n° REGA
1S300305440012), siendo el estudio realizado siguiendo
las directrices de la Unién Europea concernientes a la
proteccion de animales empleados en experimentacién
(86/609/EEC).

Los animales fueron sometidos a un examen gene-
ral, andlisis de sangre y una exploraciéon oftalmolégica
completa (test de respuesta a la amenaza, reflejos pupi-
lares fotomotores, reflejo palpebral y corneal, respuesta
al deslumbramiento, test de Schirmer, evaluacion de la
presion intraocular, examen con ldmpara de hendidura,
gonioscopia y oftalmoscopia directa e indirecta) con 24 h
de antelacion al estudio.

PREPARACION DE LA SALA DE
ELECTRODIAGNOSTICO

Todos los tests se realizaron en una sala aislada de
ruidos, con temperatura y luminosidad ambiente contro-
lable y toma de oxigeno.

PREPARACION DEL PACIENTE

Se disefi6 un protocolo de sedacion-anestesia que per-
mitiera la relajacion muscular del paciente con objeto de
evitar el registro de artefactos derivados de la actividad
eléctrica muscular (Narfstrom y col 2002). Para ello se
inyecté intramuscularmente una combinacién de medeto-
midina clorhidrato (0,01 mg/kg p.v.) y butorfanol tartrato
(0,3 mg/kg p.v.) como sedantes. A continuacion se colocé
al paciente sobre la mesa de exploracién en dectibito es-
ternal manteniendo su cabeza apoyada horizontalmente
sobre una colchoneta. Finalmente, el protocolo anestési-
co se completd inyectando intravenosamente una unica
dosis (5 mg/kg p.v.) de ketamina clorhidrato (50 mg/ml
de concentracién). Asi mismo, se le proporcioné oxigeno
y calor corporal (mantas de calor) y se monitorizaron sus
constantes vitales durante todo el protocolo diagnéstico.

Previamente a la estimulacién luminosa, se instilaron
gotas de tropicamida (1%) cada 5 min durante 15 min
para obtener una dilataciéon pupilar completa. Durante
este proceso, se fue adaptando al paciente a la oscuridad
ambiente durante un minimo de 20 min, ya que se selec-
ciond una secuencia de estimulacion iniciada con las téc-
nicas escotdpicas (ausencia de luz ambiente) y finalizada
con las fotépicas (presencia de luz ambiente) del siguien-
te modo: PEV (ambiente escotdpico), ERG escotdpico de
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0,01 cd- s m? (respuesta de bastones), ERG escot6pico
de 3,0 cd- s- m? (respuesta de conos y bastones), ERG fo-
topico de 3,0 cd- s- m? (respuesta de conos) y ERG flicker
fotépico de 30Hz y 3,0 cd- s- m? (elevada frecuencia de
estimulacién para obtener respuestas derivadas de las cé-
lulas localizadas exclusivamente tras el sistema de conos,
inhibiendo las pertenecientes al sistema de bastones). El
motivo de esta secuencia fue el maximo aprovechamien-
to de la adaptacién a la oscuridad, ya que los bastones
requieren mayor tiempo de adaptacion a la oscuridad que
los conos a la luz (tan sélo 10 min). De este modo, el
tiempo requerido de anestesia también fue menor.

COLOCACION DE ELECTRODOS

En ambas técnicas se emplearon 3 electrodos: uno ac-
tivo o de registro (+) proximo al drea generadora de las
respuestas eléctricas, otro de referencia (-) alejado del an-
terior, y otro de tierra (G) para completar el circuito eléctri-
co. Se utilizaron electrodos monopolares de superficie dis-
coidales fijados a la superficie cutdnea mediante una pasta
conductora (TEN 20® conductive EEG paste, Weaver and
Company, Aurora, Colorado, USA), por lo que fue nece-
sario rasurar, limpiar y desinfectar con alcohol las areas
cutdneas de colocacién. De este modo se disminuy0 la re-
sistencia al paso eléctrico entre la piel y el electrodo, detec-
tandose por tanto registros sin artefactos o interferencias.

Para registrar los PEV, se adapt6é a los caninos el
sistema internacional 10/20 de colocacién de electrodos
para humanos (Odom y col 2010). Asi, el electrodo de
registro se fijé en la linea media de la protuberancia occi-
pital, el de referencia en la linea media del hueso frontal
entre ambos 0jos, y el de tierra sobre la linea media del
vértex entre ambas orejas.

Para el ERG, se utiliz6 el mismo tipo de electrodo de
disco como electrodo de referencia situado lcm caudal
al canto lateral del ojo a estimular y de tierra emplaza-
do sobre la linea media del hueso occipital. Sin embargo,
se empled un electrodo de lente de contacto (ERGjet®
electrode, Roland Consult, Brandenburg, Germany) como
electrodo activo de registro. Este se colocé sobre la cér-
nea con un gel de carbémero (conductor eléctrico y pro-
tector de la superficie corneal) evitando la formacién de
burbujas entre el electrodo y la cérnea, puesto que podrian
causar artefactos. Adicionalmente, para mantener el ojo
abierto, evitando el parpadeo causante del desplazamiento
del electrodo y del registro de artefactos, se realizaron dos
puntos en “U” con una sutura monofilamento del n® 0 en
la conjuntiva bulbar a las 12 y a las 6 respectivamente.

ORGANIZACION DEL EQUIPO

El equipo de electrodiagnéstico empleado en este es-
tudio fue RETIsystem® (Roland Consult, Germany) con
el programa de andlisis RETIport 32 para registrar PEV
y ERG.

En ambas técnicas, los electrodos se conectaron a un
amplificador diferencial de la sefial de 1 canal, y éste, a su
vez, a la unidad informaética central del equipo. Finalmen-
te, un mini-ganzfeld portatil utilizado como fotoestimula-
dor monocular también fue conectado a la unidad central.

CALIBRACION DEL SISTEMA

Con antelacion a la estimulacién luminosa, se selec-
ciond el tipo de técnica flash para PEV y ERG recomen-
dado por la Sociedad Internacional de Electrofisiologia
Clinica de la Vision (ISCEV) para pacientes anestesia-
dos o con opacidades de medios transparentes del ojo
(otras técnicas con patrones luminosos requieren de la
participacion activa del paciente). A continuacién, fue
necesario calibrar minuciosamente diversos pardmetros
de estimulacion y registro en relacién a la técnica selec-
cionada. Adaptando a los caninos las directrices de la
ISCEV (Marmor y col 2009, Odom y col 2010), se han
recopilado dichos parametros a controlar en el cuadro 1.

ESTIMULACION LUMINOSA

En primer lugar, fue de gran importancia controlar
la luminosidad ambiental para cada técnica, asi los PEV,
ERG escotépico 0,01 y ERG escotdpico 3,0 se realiza-
ron en oscuridad ambiente (ademds de la adaptacion a la
oscuridad previa ya comentada en la preparacién del pa-
ciente), mientras que el ERG fotépico 3,0 y el ERG flic-
ker fotépico de 30Hz se realizaron bajo luminosidad am-
biente (ademads de 10 min de adaptacién previa a la luz).

Como estimulos luminosos, se emplearon flashes de
luz blanca emitidos por un mini-ganzfeld portatil coloca-
do préximo al ojo a estimular sin tocar los parpados. Se
realizaron estimulaciones monoculares (empezando sis-
tematicamente por el ojo derecho) tapando el ojo adelfo
con un parche opaco para aislar las respuestas de cada ojo
y poder, por tanto, detectar asimetrias funcionales entre
ambos ojos. Para cada técnica, se realizaron 2 estimula-
ciones completas en cada ojo (2 tests en ojo derecho se-
guidos de 2 tests en ojo izquierdo) en los 12 beagles, por
lo que se obtuvieron 48 registros en cada tipo de prueba.
Los dos registros consecutivos en cada 0jo permitieron
confirmar la reproducibilidad de las respuestas.

SISTEMA DE REGISTRO Y PROMEDIADO

El electrodo activo permitié el registro de sefiales evo-
cadas por la corteza visual (PEV) y por las células de la re-
tina (ERG) como respuestas a los estimulos luminosos. Sin
embargo, para analizar las diminutas sefiales procedentes
del sistema visual fue necesario amplificarlas y filtrarlas
(ver ajuste de filtros en cuadro 1) para discernirlas de la
actividad electroencefalografica y muscular. Dichas sefia-
les filtradas se enviaron a continuacién a la unidad central
para ser promediadas y representadas a modo de graficas.
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Cuadro 1. Parametros PEV y ERG de estimulacién y registro.

VEP and ERG stimulation and recording parameters.

Parametro PEV ERG esc 0,01 ERG esc 3,0 ERG fot 3,0 ERG Flicker fot
];;Isi?riziliad Escotdpico Escotépico Escotdpico Fotdpico Fotdpico
Estimulacién Monocular Monocular Monocular Monocular Monocular
oxcunadi (i 20 0 10 10
Distancia Ojo-miniganzfeld (cm) 5 5 5 5
Intensidad del Flash (cd- s- m?) 3 3 3 3
Luminancia de fondo (cd- m?) 30 Ninguna Ninguna 30 30
Frecuencia de estimulacion (flash/s) 1 0,5 4,9-5,1 30
Tiempo entre flashes (s) Ninguno 10 >0,5 Ninguno
Impedancia del electrodo (KQ) 5-7 2-5 2-5 2-5
Filtros (-3 db) (Hz) 1-100 0,3-300 0,3-300 0,3-300 0,3-300
Tiempo de barrido (ms) 250 250 200 200

N° barridos promediados 64 No necesario No necesario No necesario No necesario

Adaptado de las recomendaciones de la ISCEV (Marmor y col 2009, Odom y col 2010).
Adapted from the ISCEV recommendations (Marmor et al 2009, Odom et al 2010).
* Escotdpico = ausencia de luz ambiental. Fotdpico = presencia de luz ambiental.

ANALISIS ESTADISTICO E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

El conjunto de graficas derivadas de cada técnica fue
registrado en un formulario de electrodiagnéstico indi-
vidual para cada beagle examinado. Cada grafica fue
analizada estudiando su morfologia general (n° de ondas
(ERG) o picos (PEV), su polaridad, su secuencia de apa-
ricién y el tamafio de las mismas). Siguiendo las reco-
mendaciones de la Sociedad Espafiola de Oftalmologia
(SEO), considerariamos que un registro es patoldgico
cuando la morfologia de la grafica muestra alteraciones
significativas de 2 6 mds de estos pardmetros registrados
repetidamente en un individuo (Zaragoza 2011).

Como datos cuantitativos, se registraron y analizaron
los tiempos implicitos (TT) (también conocidos como la-
tencias absolutas) medidos en ms y las amplitudes (Amp)
medidas en uV de los picos de cada onda representada.
En ambas técnicas, los tiempos implicitos indican el
tiempo que tarda un conjunto celular en presentar su res-
puesta maxima tras el estimulo luminoso, mientras que
las amplitudes muestran la intensidad de dichas respues-
tas (Zaragoza 2011).

Para finalizar el estudio, se realizo el analisis estadis-
tico descriptivo de los datos obtenidos mediante el pro-
grama especifico SPSS Statistics 12 (IBM Corporation,
Somers, NY). Se recopilaron los datos de medias y des-
viaciones estandar en los cuadros 2 y 3.
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RESULTADOS
GRAFICAS

Los registros de PEV mostraron gréficas tipicas con
morfologia en ‘M’ (figura la-b) compuestas por 4 picos
secuenciados del siguiente modo: P1, N1, P2 y N2. Esta
nomenclatura es acorde a la polaridad (P = positivo, N =
negativo) y al orden de aparicién de los picos. En todos los
registros, P2 fue el pico mds prominente. Sin embargo, no
obtuvimos ningtin pico P3 consistente en nuestro estudio.

Los ERG fueron analizados individualmente segtn
el tipo de estimulacién. En primer lugar, los ERG escot6-
picos 0,01 (cd- s m?) mostraron graficas compuestas por
una tnica onda-b positiva resultante de la actividad de las
células bipolares y de Miiller derivada de la estimulacién
de los bastones (figura 1c). No se obtuvo ninguna onda-a u
onda-c.

Los ERG escotdpicos 3,0 (cd- s- m?) revelaron grafi-
cas formadas por una onda-a negativa, representante de
la actividad eléctrica de conos y bastones, seguida de una
onda-b positiva de mayor intensidad, formada a partir de
la actividad de células bipolares y de Miiller derivadade la
estimulacién de ambos tipos de fotorreceptores (figura 1d).
En comparacién con el ERG escotépico 0,01 anterior,
esta onda-b presenté menor TI y mayor Amp.

Las grificas del ERG fotdpico 3,0 (cd- s- m?) también
estaban compuestas por las tipicas ondas-a y b (figura le),
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Cuadro 2. PEV: datos estadisticos descriptivos de tiempos implicitos y amplitudes.

VEP: peak times and amplitudes descriptive statistical data.

Tiempos implicitos (ms)

Amplitudes (uV)

P1 N1
Media 16,9 36,3
DE 2,7 4,1

N2 PIN1 P2N2
142,37 2,28 2,54
12,1 1,0 1,3

Todos los datos han sido calculados a partir de dos exploraciones en cada ojo de 12 beagle (n = 48).
All data have been calculated with two explorations in both eyes of 12 beagle dogs (n = 48).

Cuadro 3. ERG: datos estadisticos descriptivos (media + DE) de tiempos implicitos y amplitudes.

ERG: peak times and amplitudes descriptive statistical data (mean + SD).

Onda-a Onda-b
TI (ms) Amp (uV) TI (ms) Amp (uV)
ERGesc 0,01 e e 64,4 +10,2 86,5514
ERG esc 3,0 154 +3,1 56,2 +28,1 35,6 £4,1 171,5 + 80,7
ERG fot 3,0 12,0+2,4 6,4+4,6 28,1 +23 37,7+21,6
ERG Flicker 30Hz fot™ ~ —emeemeeeee s 26,3 +3,2 36,3 27,8

Todos los datos han sido calculados a partir de dos exploraciones de ambos ojos en 12 perros beagle (n=48). TI = tiempo implicito. Amp = amplitud. Esc
= escotdpico (ninguna luminosidad ambiente ni luminosidad de fondo). Fot = fotépico (luminosidad de fondo de 30 cd.m? y luminosidad ambiental).

* ERG esc 0,01 no muestra onda-a.

** ERG Flicker 30Hz fot (3,0 cd.m™) no muestra onda-a, solo onda-b (denominada P2 en la figura 1f).
All data have been calculated from two explorations in both eyes of 12 beagle dogs (n = 48).
TI = peak time. Amp = amplitude. Esc. = scotopic (no background luminance nor environment luminosity). Fot. = photopic (background luminance of

30 cd.m and environment luminosity).
* ERG esc 0,01 shows no a-wave.

** ERG Flicker 30Hz fot (3.0 cd.m?) shows no a-wave, only b-wave (named as P2 in figure 1f).

derivadas de la estimulacién del sistema de conos. Com-
parando con el ERG escotdpico 3,0, esta prueba mostrd
ambas ondas de menor Amp, aunque de menor TI, es de-
cir, las respuestas derivadas exclusivamente del sistema de
conos fueron mas rapidas pero menos intensas. Del mismo
modo, se apreciaron las mismas diferencias al comparar la
onda-b del ERG escotépico 0,01.

Finalizando el protocolo, el andlisis morfolégico de
las gréficas del ERG flicker fotopico de 30Hz mostr6 una
Unica onda positiva de repeticién ritmica a lo largo de
todo el tiempo de andlisis (figura 1f). Esta onda, registra-
da por nuestro sistema como P2, coincide con la onda-b
descrita por ciertos autores (Ropstad y Narfstrom 2007)
y representa la actividad celular post-receptoral (células
retinianas situadas tras los fotoreceptores) derivada de la
estimulacién del sistema de conos.

En todos los registros se observd similitud entre las 2
gréficas obtenidas en un mismo ojo, asi como entre las gra-
ficas de ambos en un mismo beagle (ejemplo en figura 1a-b).

Ademds la comparacion morfoldgica de gréficas entre
los 12 beagles tampoco mostré diferencias significativas.
Ningtin pico u onda estuvo ausente o significativamente
retardado, ni se obtuvieron respuestas de Amp exagerada.

DATOS ESTADISTICOS

Los TI y las Amp de los diferentes picos y ondas, ex-
presados en medias y desviaciones estandar (DE), fueron
recopilados en los cuadros 2 y 3 para los PEV y ERG
respectivamente.

En general, se observaron mayores DE de las Amp
en comparacién con los TI en los registros del ERG. Asi{
mismo, se aprecié aumento de las DE de los picos y on-
das mds tardios en aparicion tanto en los PEV como en
los ERG. A pesar de estas observaciones, las medias se
consideraron representativas cuando DE < R/3 (siendo R
= rango de datos), por lo que todos los datos resultaron
representativos.
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Figura 1. Gréficas representativas de cada prueba electrodiagnéstica: graficas PEV de dos estimulaciones en ojo derecho (a) y ojo
izquierdo (b), grifica ERG 0,01 escotdpico (c), grafica ERG 3,0 escotdpico (d), grafica ERG 3,0 fotdpico (e) y grafica ERG Flicker

30Hz fotdpico (f).

Representative waveforms of each electrodiagnostic proof: VEP waveforms of two stimulations in right eye (a) and left eye (b), ERG 0.01
scotopic waveform (c), ERG 3.0 scotopic waveform (d) , ERG 3.0 photopic waveform (e), and ERG Flicker 30Hz photopic waveform (f).

DISCUSION

En este estudio se han incluido los PEV y ERG como
técnicas electrodiagnésticas de mayor utilidad en la cli-
nica oftalmolégica veterinaria, asi como en el laboratorio
de experimentacién animal, para la evaluacion de la inte-
gridad funcional prequiasmatica de la via visual (Odom
y col 2010). Estas herramientas diagnésticas presentan
diversas ventajas como: la objetividad de los resultados,
la posibilidad de registro no invasivo, la relativa corta
duracién del protocolo (se obtiene gran informacién en
tan sélo 50 min) y la posibilidad de diagnéstico precoz
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que aportan con antelacién a la manifestacion clinica de
la patologia.

Normalmente, en la clinica diaria suele emplearse el
ERG con flashes previamente a la cirugia de cataratas
con intencién de valorar la funcionalidad de la retina. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que esta técnica es in-
capaz de valorar las células ganglionares y el resto de
la via visual. Por tanto, el presente protocolo combinado
de ERG y PEV pretende completar el estudio de la via
visual, evaluando indirectamente la funcionalidad de las
células ganglionares y del resto de la via visual hasta la
corteza visual mediante los PEV. En concreto, nuestro
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registro de PEV mediante un unico electrodo occipital
permite la evaluacién de la zona prequiasmatica, mien-
tras que segun la SEO (Zaragoza 2011) serian necesarios
electrodos adicionales en ambos hemisferios cerebrales
para concretar de modo mads preciso la localizacién de
la disfuncién visual. Este protocolo informaria a cerca
de la indicacion de la cirugia de cataratas y mejoraria el
pronoéstico de la misma. No obstante, de manera comple-
mentaria, seria recomendable evaluar el sistema nervioso
central (SNC), mediante exdmenes neurolégicos y reso-
nancia magnética, del paciente que presente alteraciones
de las pruebas electrodiagndsticas.

En la realizacién de este estudio se seleccionaron bea-
gles adultos puesto que ciertos investigadores han proba-
do la influencia de la edad en PEV (Strain y col 1991°,
Kimotsuki y col 2006, Odom y col 2010) y ERG (Qiu y
col 2002) debido a la escasa mielinizacion y el reducido
nimero de conexiones sindpticas en el SNC de neonatos y
seniles. Asi mismo, se selecciond la raza beagle por su fre-
cuencia de utilizacién como animal de experimentacion.

A la hora de plantear una secuencia de técnicas diag-
ndsticas para analizar la via visual, lo mas frecuente se-
ria comenzar evaluando la retina (mediante ERG) para
finalizar con el resto de la via visual (mediante PEV).
Sin embargo, este estudio comienza con el registro de
los PEV (en ambiente escotdpico) para continuar con los
ERG escotdpicos y finalizar con los ERG fotdpicos. De
este modo conseguimos reducir el tiempo total de ana-
lisis a 50 min y por tanto disminuir el tiempo de anes-
tesia. Ademas, teniendo en cuenta la gran sensibilidad
de los bastones a la estimulacién luminosa, es aconseja-
ble realizar las pruebas escotdpicas con antelacion a las
fotdpicas, de manera contraria seria necesario adaptar la
retina a la oscuridad al menos durante 1 h para recuperar
la funcionalidad de los bastones saturados (Marmor y col
2009, Odom y col 2010). De modo similar, el tiempo de
adaptacion previa a la oscuridad fue muy importante en
este estudio. La gran abundancia de bastones en la reti-
na canina, asi como su mayor contribucién en la corteza
visual (Dos Santos y col 2004) hacen pensar en este tipo
celular como el mayor contribuyente en los PEV, por lo
que se decidi6 realizar esta técnica en oscuridad ambien-
tal para detectar los cambios de luminancia requeridos
por los bastones. Por tanto, fueron necesarios al menos
20 min de pre-adaptacién a la oscuridad (aprovechados
para realizar la sedacion - anestesia y preparacion del pa-
ciente) como recomienda la ISCEV (Marmor y col 2009,
Odom y col 2010) para preparar los bastones y regis-
trar respuestas mas rapidas e intensas (Hyung-Ah y col
2007). Aunque Strain y col (1990) publicé un estudio sin
preadaptacion a la oscuridad, nuestras pruebas previas en
dichas condiciones no mostraron registros de buena cali-
dad. Finalmente, los ERG fotdpicos tan sélo requirieron
de 10 min de adaptacién a la luz al igual que documentan
otros autores (Marmor y col 2009, Narfstrom y col 2000,
Narfstrom y col 2002, Safatle y col 2005).

A diferencia del uso generalizado de midridticos en
los protocolos de ERG (Zaragoza 2011), existe gran con-
troversia en cuanto al uso de los mismos para obtener
PEV. La ISCEV (Odom y col 2010) y la SEO (Zaragoza
2011) no consideran necesario el empleo de los mismos
en humanos, pues la abundancia de conos en el drea cen-
tralis de la retina humana y gran representacion de los
mismos en la corteza visual occipital tan sélo hace nece-
sario estimular el area central de la retina. Sin embargo, la
retina del perro solamente presenta un 5% de conos (Cur-
tis y Lightfoot 1993), lo que harfa suponer la existencia
de una mayor representacién de los bastones en la corteza
occipital canina (aunque no hay evidencia de publicacio-
nes al respecto). En nuestro estudio fue necesario dilatar
la pupila por completo para obtener respuestas de una
cierta magnitud. Adicionalmente, el uso de tropicamida
evitd la posible miosis causada por los flashes luminosos.

De acuerdo con la mayoria de estudios publicados en
animales (Sato y col 1982, Sims y col 1989, Uzuka y col
1989, Narfstrom y col 2002, Margalit y col 2003, Dos
Santos y col 2004, Pontes y col 2004, Kimotsuki y col
2005, Safatle y col 2005, Kimotsuki y col 2006, Lin y
col 2009), la utilizacién de un protocolo anestésico fue
fundamental para conseguir la relajacién completa del
paciente evitando asi los artefactos eléctricos derivados
de la actividad eléctrica muscular, de los movimientos
oculares o del parpadeo. Para evitar estos ultimos, se
realizaron suturas conjuntivales (Narfstrom y col 2000,
Narfstrom y col 2002), las cuales fueron suficientes ya
que la ketamina estabilizé en gran parte la desviacién
ventromedial del ojo causada por la medetomidina (Lin
y col 2009). Otros investigadores emplean bloqueantes
musculares (Safatle y col 2005) o inyecciones retrobul-
bares de NaCl (Narfstrom y col 1995) més invasivos para
emplearlos en la clinica diaria y, este dltimo método po-
dria influir sobre el SNC (Andersson y col 2004).

Los electrodos de aguja son comtinmente empleados
en animales (Strain y col 1990, Strain y col 1991¢, Strain
y col 1991°, Narfstrém y col 1995, Damiani y col 1998,
Perez-Salvador 1999, Narfstrom y col 2000, Komaromy y
col 2002, Narfstrom y col 2002, Dos Santos y col 2004,
Kimotsuki y col 2005, Kimotsuki y col 2006, Ozkaya y
col 2007, Hyung-Ah y col 2007), pero los electrodos de
disco superficiales no son invasivos (eliminan el riesgo de
infeccion cutdnea) y proporcionan registros de buena ca-
lidad (sin interferencias). E1 ERGjet®, de contacto para la
cornea, recomendado por la ISCEV (Marmor y col 2009),
proporciona registros muy estables y es asequible para
usarlo habitualmente. Del mismo modo, posicionando el
electrodo activo sobre la linea media del hueso occipital
para registrar los PEV, se pudo detectar la zona de res-
puestas de mayor intensidad. Pruebas realizadas en zonas
adyacentes no produjeron registros por problemas de im-
pedancia de los electrodos. Se pudo comprobar, por tanto,
que el sistema internacional 10/20 para el registro de PEV
y ERG era perfectamente extrapolable a los caninos.
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Respecto al tipo de estimulacidn, varios autores
(Uzuka y col 1989, Pérez-Cobo y col 1994, Damiani y
col 1998, Odom y col 2010) prefieren realizar estimu-
laciones binoculares para evaluar de un modo global la
visién del paciente. Por el contrario, en este estudio deci-
dimos realizar estimulaciones monoculares para detectar
posibles asimetrias funcionales entre ambos 0jos o para
asegurar la similitud de registros en un mismo perro y
asi elaborar una base de datos normales fiable y repro-
ducible. Posiblemente, estimulando binocularmente, la
actividad de un ojo podria compensar o enmascarar la
disfuncién del ojo adelfo.

En relacién al calibrado del equipo de electrodiag-
ndstico, en este trabajo hemos podido emplear las reco-
mendaciones de la ISCEV (Marmor y col 2009, Odom y
col 2010), pero es fundamental advertir al clinico de la
necesidad de ajustar el protocolo a cada equipo y a los
requerimientos particulares de cada paciente.

Respecto a los resultados del presente trabajo, las grafi-
cas de PEV mostraron morfologia en ‘M’ similares a otros
estudios en perros (Ropo y col 1992, Pérez-Cobo y col
1994, Margalit y col 2003, Odom y col 2010). La ISCEV
(Odom y col 2010) identifica cuatro picos en PEV huma-
nos con el siguiente orden de apariciéon: N1, P1, N2 y P2;
sin embargo, recientes estudios en caninos (Strain y col
1990, Strain y col 1991, Margalit y col 2003, Kimotsuki
y col 2005, Kimotsuki y col 2006) muestran una secuencia
de picos como la nuestra: P1, N1, P2 y N2. Autores como
Kimotsuki y col (2005, 2006) y Strain y col (1990, 1991%)
hallaron un quinto pico P3, pero este pico fue muy dificil
de localizar en nuestros registros. La causa podria ser la
diferencia entre equipos de electrodiagndstico.

Los datos cuantitativos obtenidos de TI en los regis-
tros de PEV presentaron grandes similitudes con otros
estudios individualizados en perros (Strain y col 1990,
Kimotsuki y col 2005, Kimotsuki y col 2006), donde P1
y N1 fueron los picos con TI menos dispares, mientras
que P2 y N2 mostraron mayor variabilidad aunque sin ser
significativa. Esto podria demostrar la mayor influencia de
artefactos eléctricos en los picos mas tardios. En casi todas
las publicaciones revisadas (Sato y col 1982, Uzuka y col
1989, Perez-Salvador 1999), las amplitudes P1-N1 y P2-
N2 (intensidad de las respuestas) fueron considerados los
parametros mas importantes a interpretar, pero estos datos
suelen mostrar mas variabilidad que los T1, y estos dltimos
nos informarian del tiempo de respuesta celular (indirec-
tamente muestra el grado de mielinizacién de la via visual
y la presencia de una posible compresién en la misma).
Nuestros datos de amplitud varian respecto a los publi-
cados, y éstos varian a su vez entre ellos. Por lo que, para
una correcta interpretacién de los mismos es fundamental
comparar las amplitudes de varios tests en un mismo ojo
asi como entre ambos ojos de un mismo paciente (Odom y
col 2010). La ISCEV propone calificar como patol6gicos
los registros de dos 0 mds picos anormales repetitivos para
un mismo animal en tests consecutivos (Zaragoza 2011).
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Respecto a los ERG, los hallazgos mas significativos
fueron: la ausencia de onda-c en caninos (posiblemente
debido a artefactos derivados de la actividad muscular
residual tras la onda-b), la obtencién de graficas de mor-
fologfia tipica en un protocolo combinado de electrodiag-
noéstico y la propuesta de una base normal de datos para
el perro beagle no publicada con anterioridad (ciertos
autores muestran una base de datos menos completa (Ro-
solen y col 2002); asi mismo, se demuestra la posibilidad
de obtencién del ERG de forma conjunta con los PEV del
modo mads sencillo y rdpido de obtencion sin influencia
significativa entre ambas técnicas.

Para concluir es necesario recordar que el protocolo
combinado propuesto proporciona un método relativa-
mente corto, objetivo, asequible y util en la clinica vete-
rinaria y laboratorio experimental para evaluar la funcio-
nalidad global de la via visual, por lo que animamos a los
clinicos a aplicar este protocolo (completando el anélisis
neurolégico y oftalmoldgico) previamente a la cirugia
de cataratas. Finalmente, seria aconsejable el uso de los
PEV en pacientes con glaucoma avanzado cuando el em-
pleo de la TCO no sea posible o en traumatismo craneo-
encefalico para analizar la funcionalidad de la via visual.
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