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Esclerosis Multiple

Sistema Nervioso Central

Resonancia Magnética Nuclear
Difussion Tensor Imaging

Potenciales Evocados

Orbicularis Oculi

Somato-Sensory Blink Reflex
milisegundos

Blink Reflex Excitability Recovery

Blink Reflex Inhibition by Prepulse
Masseter Inhibitory Reflex
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Long-Latency Reflex

Esclerosis Multiple Recurrente Remitente
Esclerosis Multiple Primaria Progresiva
Potenciales Evocados Visuales
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Potenciales Evocados Somato-Sensoriales
Potenciales Evocados Motores
Compound Muscle Action Potential
First Dorsal Interosseous

Estimulacidn Magnética Transcraneal
Ipsilateral (Cortical) Silent Period
Contralateral (Cortical) Silent Period
Short Interval Cortical Inhibition
Intra-Cortical Facilitation

Triple Stimulation Technique

Estimulo Auditivo de Sobresalto
Mirror Electromyographic Activity
Expanded Disability Status Scale
Fractional Anisotropy

Mean Diffusivity

Axial Diffusivity

Radial DIffusivity

Sternocleidomastoid
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1. Aspectos generales de la Esclerosis Multiple

La esclerosis multiple (EM) es la mas conocida de las enfermedades desmielinizantes
del sistema nervioso central (SNC), de evolucidén crénica. Estd mediada por un trastorno
inmune sistémico, en el cual el érgano diana es mayormente la sustancia blanca del SNC. En
sus etapas iniciales se manifiesta como un estado inflamatorio predominante que da como
resultado desmielinizacion, por afectacion de los oligodendrocitos, ocasionando
secundariamente gliosis y dafio axonal. En la fisiopatologia de la EM intervienen varios
procesos independientes, incluyendo inflamacién, desmielinizacion, neurodegeneracion,
remielinizacién y reparaciéon axonal. Parece ser que el dafio axonal es el responsable de la
discapacidad persistente en los pacientes (Tallantyre y cols., 2010). Su causa es desconocida,
aunque probablemente multifactorial, afectando sujetos susceptibles expuestos posiblemente
a algun agente ambiental. Es asi como se han identificado factores genéticos (por ejemplo
portadores de subtipos de HLA) y ambientales (relacionado a infeccién por virus de Epstein-
Barr y déficit de vitamina D, entre otros) que favorecen la desregularizacion del sistema
inmune (Martin y cols.,, 2001), en la cual el proceso etiopatogénico estaria mediado,
inicialmente, por la actividad de las células T (Sawcery cols., 2011).

La EM afecta aproximadamente a 2,5 millones de personas entre los 17 y 65 afios
alrededor del mundo y es la primera causa de invalidez no traumatica en adultos jévenes en
Europa y Norte de América (Compston y Coles, 2002). Su frecuencia de presentacion es
variable segln la zona geografica, siendo mayor en climas frios y regiones alejadas de los
trépicos. La incidencia anual se estima entre 3,5 — 7 casos por 100.000 habitantes por afio. La
prevalencia es mayor en Europa y Norte de América, con valores que fluctian entre los 250 /
100000 habitantes en Escocia, 32 — 65 / 100000 habitantes en Espafia, y 20 — 100 / 100000
habitantes en USA, mientras en Japon es de 2 / 100000 habitantes. En la forma recurrente-
remitente (EMRR), que corresponde al 80% del total, existe una afectacidon predominante del
sexo femenino (2:1 en relacidn al sexo masculino), inicidndose la enfermedad en dos tercios de
los casos en edad laboral entre la 22 y 42 décadas de vida (Sospedra y Martin, 2005),
presentandose en el 7% antes de los 20 afios y en un 12% después de los 50 afios, lo que
conlleva un alto impacto socio-econdmico en la poblacidn. En la variante primaria progresiva
(EMPP), que corresponde al restante 20% del total, existe similar afectacién por sexos.

Se estima que el 50% de los sujetos afectados necesitaran algun tipo de asistencia para
caminar a los 15 afios desde el debut de la enfermedad (Weinshenker y cols., 1989). La
discapacidad no sélo proviene de la desmielinizaciéon en sustancia blanca, sino también del

dafio axonal y neuronal, y la consiguiente reestructuracién en las conexiones (Trapp y cols.,
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1998). Como un factor afiadido a tal disfuncionalidad, un porcentaje significativo de los
pacientes manifiestan fatiga muscular, posiblemente de causa multifactorial, la cual participa

activamente en la discapacidad que muestran estos pacientes.

2. Aspectos clinicos y neuroanatémicos de la Esclerosis Multiple

Desde el punto de vista exclusivamente neuroanatdmico, la caracteristica mas
relevante de la EM es la distribucion multifocal de lesiones inflamatorias que producen
desmielinizacidn en el SNC, facilmente reconocible con técnicas de neuroimagen convencional,
como la resonancia magnética
nuclear (RMN). Al dafio inflamatorio
desmielinizante focal inicial se
afade, secundariamente y de forma
progresiva, un grado variable de
dano axonal, de dificil cuantificacidon
con estudios de RMN convencional,
donde sdlo se puede tener una
evaluacién indirecta a través de la
atrofia cerebral, pero reconocible
con técnicas de investigacion mas
avanzadas que incluyen el estudio
ultraestructural de la sustancia gris

cortical y de la sustancia blanca de

aspectos aparentemente normal

FIGURA 1. Anormalidades tipicamente
encontradas en el estudio de RMN convencional
2000; Chard y cols.,, 2002a). En en un paciente con EMRR. Afectacion multifocal
del cuerpo calloso en patrén de “dedos de
Dawson” (arriba, FLAIR) y de la protuberancia del
anatdémica de las lesiones ocurre de tronco del encéfalo (abajo, FLAIR y T1).

(Kidd y cols., 1999; Rovaris y cols.,

términos generales, la distribucion

manera aleatoria pudiendo afectar

tedricamente cualquiera de las vias centrales de conduccion de informacién motora (vias
cortico-espinal y reticulo-espinal) o sensitiva (vias de cordones posteriores-lemnisco medial y
espino-talamica) y de asociacion (fibras comisurales y de conduccién inter-hemisférica) y vias
reflejas (circuitos trigémino-faciales y espinales segmentarios). En EM, el dafo inflamatorio
afecta con especial predileccion las areas periventricular y yuxtacortical, ademds del cuerpo

calloso, a nivel supratentorial, mientras que el tronco del encéfalo es la estructura mads
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frecuentemente afectada a nivel infratentorial (Dietemann y cols., 1988; De Stefano y cols.,
2001; Pelletier y cols., 2001; Chard y cols., 2002b).

La afectacién que ocurre en mas de un territorio del SNC en el contexto de una EM se
conoce como dispersion “espacial”, y corresponde a una de las dos caracteristicas relevantes
para el diagndstico de EM segun los criterios actuales de McDonald (Polman y cols., 2011).
Utilizando secuencias especificas de adquisicion de la imagen cerebral por RMN, se pueden
distinguir las lesiones con caracteristicas “inflamatorias” en el momento de la exploraciéon
(presentes en secuencias ponderadas T2 y captantes de contraste paramagnético en
secuencias T1) de aquellas que representan el dafio secuelar de una lesién inflamatoria pre-
existente (por ejemplo, tipo “black hole”, que no captan contraste en secuencias ponderadas
T1 con gadolinio). De este modo, se han descritos tipicos patrones de afectacién por RMN
convencional en pacientes con EM (Figura 1). A nivel supratentorial destaca el clasico patrén
de afectacion periventricular del cuerpo calloso en “dedos de Dawson” por RMN. Por otro
lado, a nivel infratentorial, la RMN muestra una sensibilidad elevada en la deteccién de
lesiones focales desmielinizantes. Sin embargo, un estudio de RMN convencional negativo no
descarta la afectacidén de tractos nerviosos a nivel ultraestructural, solamente reconocible con
técnicas de RMN que utilizan tensor de difusién (DTI, del inglés diffusion tensor imaging;
Pierpaoliy cols., 1996; Evangelou y cols., 2000; Lenzi y cols., 2007).

Desde el punto de vista clinico, la aparicion de un episodio de déficit neuroldgico como
consecuencia de una o mas lesiones inflamatorias desmielinizantes se conoce como episodio
clinico o “brote”. El espectro de manifestaciones clinicas al momento de presentacion incluye
mayormente alteraciones de la sensibilidad (30-40%), neuritis éptica (20-30%) y alteraciones
de la marcha (20%). La segunda caracteristica relevante para el diagndstico de EM es la
recurrencia de brotes en el tiempo, que es conocida como dispersidon “temporal” de lesiones.
Tomando en consideracion los aspectos neuroandtomicos previamente descritos, el espectro
de manifestaciones clinicas en EM es muy amplio y altamente variable de individuo a
individuo, siendo dependiente del patrén individual de distribuciéon “en tiempo y espacio” de
lesiones, ademas del dafio axonal persistente sobre-agregado. Dentro de este gran rango de
posibles manifestaciones que incluye sintomas y signos clinicos, en pacientes con EM es
habitual observar fendmenos clinicos “positivos” de exceso de actividad y/o falta de control
motor, como la espasticidad, las mioclonias, la hiperreflexia, el clonus, el dolor, las mioquimias,
los espasmos o el fendmeno de L’'Hermitte (Rasminsky, 1981; Waxman, 2001; Caramia y cols.,
2004), y fendmenos “negativos” de falta o reduccion de funcién, como la fatiga muscular, la
lentitud motora, la falta de concentracidn, el deterioro cognitivo, y los déficits focales motores

o sensoriales facilmente reconocibles en la exploracién neurolégica. Por un lado, los

17



Alteraciones de la excitabilidad refleja y del control motor en EM

fendmenos de hiperactividad o hiperexcitabilidad han sido cominmente atribuidos al dafio
focal localizado a nivel motoneuronal o axonal (Gutmann y cols., 1993). Sin embargo, algunos
autores plantean que lesiones localizadas en sitio estratégico pueden alterar los mecanismos
descendentes de control inhibitorio y generar, por ejemplo, fendmenos de hiperactividad
distal tal como se ha descrito en el caso de la mioquimia facial (Emre Oge y cols., 1996; Sedano
y cols., 2000). Esto ha sido observado en pacientes con EM que han sido estudiados con RMN

convencional sin observarse

lesiones a nivel bulbo-

Influencias protuberancial, sede de los

supranucleares circuitos reflejos involucrados

Supraorbital nerve Supraorbital nerve habitualmente en la generacidn

AN I ,(/‘VL de la mioquimia. Por otro lado,
O
O *'r' la falta de control motor puede
1
— b . - paradéjicamente generar

LS

AL

fendmenos “positivos” en

pacientes con EM, tales como el
temblor de intencién y la
dismetria, que se ha atribuido a
una disfuncion en la integracion
sensitivo-visual y en

;. . mecanismos compensatorios
FIGURA 2. Esquema anatomico del circuito P

tronco-encefdlico del reflejo de parpadeo. Se motores inadecuados (Heenan y
representan las posibles influencias
descendentes supranucleares de naturaleza
inhibitoria (flecha continua) y excitatoria (flecha falta de control motor que no ha
discontinua) sobre la motoneurona facial
(circulo negro) y la cadena de interneuronas

cols., 2014). Otro ejemplo de

sido descrito como fendmeno

(flecha curva) del reflejo trigémino-facial, clinico en pacientes con EM, son
respectivamente. Adaptado de: Cruccu y cols., los movimientos en “espejo”.
1991.

Clasicamente, la lentitud en la
realizacion de tareas visuales y motoras en pacientes con EM ha sido atribuido al dafio
cognitivo y a los trastornos asociados de atencion y concentracidon que ello conlleva (Kail y
cols., 1998; De Sonneville y cols., 2002; Stoquart-ElSankari y cols., 2010). Sin embargo, es
posible observar lentitud motora en pacientes con EM en etapas iniciales de la enfermedad,
cuando no hay disfuncion significativa de la cognicidn o de la via piramidal. En estos casos, es
plausible plantear que la afectacion especifica de circuitos de integracidon sensitivo-motora

pudiera explicar dicha lentitud motora.
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3. Evaluacién neurofisioldgica de la Esclerosis Multiple

Si bien gran parte de los aspectos relevantes para el diagndstico y manejo clinico de los
pacientes con EM pueden evidenciarse con técnicas de neuroimagen convencional, existen
varios aspectos fisiopatolégicos de la EM que pueden ser revelados mayormente o
exclusivamente con el uso de técnicas neurofisiolégicas (Leocani y cols., 2001; Thickbroom y
cols., 2008; Conte y cols., 2009; Margaritella y cols., 2012). Como ya hemos mencionado con
anterioridad, la afectacién lesional que ocurre de manera aleatoria en pacientes con EM puede
afectar tedricamente cualquiera de los tractos a nivel del SNC, sea de vias “sensoriales” (en sus
distintas modalidades) como de vias “motoras” de conduccion neural.

Clasicamente, el registro de “potenciales evocados” (PEs) de todas las modalidades,
incluyendo los motores, es la técnica por excelencia del estudio de la EM ya que permiten
cuantificar la conduccién de vias del SNC. Los PEs permiten revelar la afectacion especifica de
una via de conduccidn, de utilidad significativa tanto en el diagndstico como en el seguimiento
de los pacientes con EM. El estudio de los “reflejos tronco-encefalicos” es otra herramienta
que se utiliza habitualmente como parte del estudio diagndstico general o dirigido en
pacientes con sintomatologia craneal. Adicionalmente, los paradigmas de tiempo de reaccion
son una técnica experimental alternativa que permite evaluar el grado de excitabilidad e
indemnidad de vias de conduccion motora y en grado variable de vias sensoriales y de
integracion sensitivo-motora dependiendo especificamente del tipo de paradigma utilizado. A
continuacién se expone el marco tedrico de éstas y otras técnicas neurofisiolégicas que han

sido utilizadas en el desarrollo de la presente tesis.
3.1 Circuitos reflejos
3.1.1 Reflejos tronco-encefdlicos

Reflejo de parpadeo. Los circuitos reflejos del tronco del encéfalo han sido foco de estudio en
pacientes con EM. Como se ha mencionado con anterioridad, la afectacién infratentorial por
lesiones desmielinizantes es una caracteristica de esta enfermedad. Tal hecho predispone a los
pacientes con EM a presentar con frecuencia sintomas y signos en territorio craneal,
manifestado a nivel sensitivo como, por ejemplo, disestesias en territorio trigeminal o a nivel
motor como, por ejemplo, actividad muscular facial involuntaria del tipo de las mioquimias
(Silva y Pearce, 1972; Jacobs y cols., 1994; Gutmann y Gutmann, 2004). Ambos fendmenos se
asocian, habitualmente, a lesion focal en alguna parte de la via aferente (nervio trigémino), de
la via eferente (nervio facial) o de la cadena de interneuronas que forman parte del circuito

trigémino-facial, como consecuencia de una brote. El circuito trigémino-facial, localizado a
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nivel ponto-bulbar (Figura 2), contribuye, por lo tanto al control de la actividad muscular facial
en respuesta a impulsos sensoriales cutaneos de la cara y craneo. Sin embargo, ésta no es la
Unica influencia que modifica la excitabilidad del circuito reflejo trigémino-facial.
Adicionalmente, la excitabilidad de este circuito estad regulada por influencias excitatorias /
inhibitorias descendentes (supranucleares), provenientes de los ganglios basales y corteza
cerebral de ambos hemisferios (Fig.2), como es sugerido por estudios realizados en pacientes
con lesién vascular isquémica focal a nivel hemisférico o en pacientes con enfermedad de
Parkinson que muestran alteraciones especificas trigémino-faciales (Berardelli y cols., 19833;

Girlanda y cols., 1984; Basso y cols., 1996).
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FIGURA 3. Reflejo de parpadeo por estimulacion del nervio trigémino
en la escotadura supraorbitaria bilateralmente, con registro de
superficie desde el musculo OOc bilateralmente (R=derecho,
L=izquierdo). Se obtienen respuestas tanto ipsilaterales (R1) como
bilaterales (R2) a la estimulacion unilateral. En condiciones normales,
la respuesta R2 ipsilateral es siempre mads grande que la respuesta R2
contralateral.

Desde el punto de vista neurofisioldgico, el circuito reflejo trigémino-facial se estudia a
través del reflejo del parpadeo (blink reflex; Figura 3). La respuesta bilateral de la musculatura
palpebral (orbicularis oculi, OOc) se obtiene por estimulacién eléctrica unilateral a nivel de las

terminaciones nerviosas de cualquiera de las 3 ramas del nervio trigeminal (oftalmica, maxilar
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o mandibular). En el registro electromiografico de superficie de OOc se obtendra una
respuesta precoz, a latencia de 8 — 13 milisegundos (ms) después de la aplicacion del estimulo
en nervio supraorbitario, en el mismo lado que se realizd la estimulacién (respuesta R1
ipsilateral), y respuestas consensuales tardias (a latencia de 30 — 40 ms) en ambos lados (R2
ipsilateral y contralateral). La respuesta R1 representa la conduccion por las vias aferente y
eferente con integracidon de impulsos a nivel de la protuberancia a través de una via mono- o
bi-sindptica no decusada. Las respuestas R2 utilizan las mismas vias aferente y eferente, pero

usan una via polisinaptica, transitando por una cadena de interneuronas ubicadas en ambos
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FIGURA 4. Patrones de anormalidad que pueden ser encontrados en el estudio del
reflejo de parpadeo (registro en orbicularis oculi-Orb Occ, R=derecho, L=izquierdo)
por estimulacién trigeminal del nervio supraorbitario bilateralmente (R=derecho;
L=izquierdo). lzquierda: Se representa un patron eferente con ausencia de respuestas
obtenidas en Orb Occ izquierdo por estimulacién de ambos lados; Derecha: Se
representa un patron aferente con retraso de respuestas obtenidas por estimulacion
Unicamente del lado izquierdo.

lados del tronco del encéfalo, a nivel bulbar y protuberancial (vias decusada y no decusada). En
resumen, el circuito del reflejo de parpadeo estd representado bilateralmente a nivel tronco-
encefalico, de modo que su activacion permite obtener respuestas tanto en el mismo lado del
rostro donde se ha aplicado el estimulo (respuestas R1) por activacién de un circuito unilateral,
como bilateralmente después de estimulacién unilateral (respuestas R2) por activacién de un
circuito que es también cruzado.

El estudio del reflejo de parpadeo permite de este modo conocer el funcionamiento de
las vias de conduccion de un circuito exclusivamente tronco-encefalico, con participacion de
estructuras en protuberancia y bulbo raquideo a ambos lados de la linea media. En presencia
de una lesién focal en algin punto del circuito reflejo, obtendremos respuestas retrasadas en

latencia, de amplitud reducida o abolidas en su totalidad dependiendo de la magnitud de la
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lesién y del grado de interrupcién en la conduccién de impulsos. Ademas, es posible distinguir
varios patrones de afectacion que permiten deducir la localizacidon aproximada de una lesién
focal (Figura 4): el patrén aferente se observara como un retraso de todas las respuestas (R1, y
R2 ipsi- y contra-lateral) ante estimulo unilateral, el patrén eferente se mostrara como un
retraso de las respuestas en un lado por estimulo tanto del mismo lado como del lado
contralateral, mientras que el patrén mixto corresponde a una mezcla de ambos patrones. En
EM es comun observar un retraso en las latencias de las respuestas del reflejo de parpadeo
como consecuencia de una lesiéon focal localizada en alguna parte del circuito trigémino-facial
(Namerrow y Etemadi, 1970; Kimura, 1970, 1975b; Khosbin y Hallett, 1981; Sanders y cols.,
1985; Nazliel y cols., 2002; Klissurski y cols., 2009; Degirmenci y cols., 2013).

Adicionalmente, es posible obtener un reflejo de parpadeo por estimulacién aplicada
en un territorio cutaneo fuera del drea trigeminal o por activacion de otro campo receptivo. La
estimulacién eléctrica de un nervio periférico (como por ejemplo el nervio mediano en la
mufieca; Ledn y cols., 2011), o la aplicacion de un estimulo acustico de baja o alta intensidad
como parte de una reaccion de sobresalto mas generalizada (Blumenthal y Goode, 1991;
Brown y cols., 1991), también generan respuestas de parpadeo (Figura 5). Se ha descrito un
circuito reflejo para la respuesta evocada por estimulacion de nervio periférico (llamado SBR,
del inglés somato-sensory blink reflex), que involucra estructuras mesencefalicas (Miwa y cols.,
1996; Leon y cols., 2011), no habiendo sido estudiado en pacientes con EM. Estas técnicas
complementarias permiten evaluar de una manera alternativa la respuesta refleja por
estimulacién de vias aferentes diferentes a la trigeminal, siendo la magnitud de las respuestas
obtenidas en OOc una medida proporcional aunque indirecta del nimero de axones excitables
ante un estimulo sensorial.

Es interesante sefalar que, a pesar de que las respuestas del reflejo del parpadeo son
consensuales, es decir que aparecen en ambos lados a la estimulacién unilateral, la respuesta
ipsilateral al estimulo es habitualmente mas compleja y de mayor amplitud que la del lado
contralateral. La respuesta R2 es consecuencia de la llegada a las motoneuronas faciales de
impulsos que siguen un circuito bulbo-protuberancial a través de una cadena de
interneuronas, la ultima de las cuales debe necesariamente ser excitatoria para las
motoneuronas faciales. En el lado ipsilateral al estimulo, las motoneuronas faciales habran
sido recientemente activadas por impulsos que alcanzaron el nucleo facial a través de un
circuito mas rapido, oligosinaptico, exclusivamente protuberancial. Por ello, después del paso
de impulsos excitatorios, algunas de las motoneuronas faciales pueden haber quedado
sensitizadas y susceptibles de descargar de nuevo a la llegada de nuevos impulsos excitatorios

con mayor facilidad que en el lado contralateral, donde no ha habido impulsos excitatorios
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previos. Esta seria una de las razones por las que la respuesta R2 ipsilateral es habitualmente
de mayor tamano que la R2 contralateral (Kimura y cols., 1975; Dengler y cols., 1982; Valls-Solé
y Tolosa, 1989; Fig.3). Este hecho permite establecer el cociente R2c/R2 como una medida de
la relacién de excitabilidad refleja entre lados del tronco cerebral. El cociente R2¢c/R2 es menor
de 1 en individuos sanos (Manca y cols., 2001) y puede ser de utilidad para la evaluacién del
control supranuclear de la excitabilidad del circuito del parpadeo reflejo.

El nivel de excitabilidad de los circuitos trigémino-faciales puede ser evaluado
mediante el examen de las consecuencias que tiene un estimulo condicionante en la respuesta
a un estimulo subsiguiente.

Esta técnica, utilizada : 00c
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area) generada por el
segundo estimulo (test) en FIGURA 5. Respuestas evocadas en OOc por estimulos
somato-sensorial (pulso eléctrico en mufieca) v auditivo de

comparacion con la respuesta _ _ :
baja (representado por una campana) y alta intensidad o

obtenida por el primer “sobresalto” (bomba). Co-registro en musculos mentalis
i o (MM), maseterino (MAS) y esternocleido mastoideo (SCM).
estimulo (condicionante). Adaptado de: Valls-Solé y cols., 1999, y Ledn y cols., 2011.

Representando el tamafio de

la respuesta R2 test como porcentaje del tamafio medio de la respuesta al estimulo
condicionante se puede estimar el grado de recuperacién de la excitabilidad en funcién del
tiempo de intervalo entre estimulos, mediante lo que se denomina curva de recuperacién de la
excitabilidad del reflejo del parpadeo (BRER curve, del inglés blink reflex excitability recovery).
Una curva BRER anormalmente desviada a la izquierda (recuperacion precoz de la
excitabilidad) sugiere hiperexcitabilidad en las interneuronas del circuito reflejo trigémino-
facial, tal como ha sido puesto de manifiesto en diversas enfermedades neuroldgicas, como en
la enfermedad de Parkinson o distonia, en las que se supone que la afectacion de estructuras

supratentoriales (ganglios basales, corteza cerebral) comporta cambios de excitabilidad en el
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circuito reflejo trigémino-facial (Kimura, 1973; Berardelli y cols., 1985, 1988; Iriarte y cols.,
1988; Tolosa y cols., 1988; Cohen y cols., 1989; Pauletti y cols., 1993; Basso y cols., 1996; Basso
y Evinger, 1996; Eekhof y cols., 1996). Es a destacar que la excitabilidad interneuronal esta
anormalmente disminuida en la enfermedad de Huntington (Esteban y Giménez-Roldan, 1975;
Agostino y cols., 1987), correlacionando con la disfuncion dopaminérgica nigro-estriatal
opuesta a la de la enfermedad de Parkinson.

La inhibicién por prepulso es otra técnica neurofisiolégica que permite estudiar la
excitabilidad de los circuitos tronco-encefalicos (Ison y cols., 1990; Rossi y Scarpini, 1992). Se
conoce como prepulso al estimulo condicionante de intensidad subumbral para la generacidn
de una respuesta. Cuando dicho estimulo se aplica unos ms antes de otro estimulo de la
misma o distinta modalidad del que se esperaria obtener una respuesta refleja como por
ejemplo un parpadeo, se observa inhibicidn de dicha respuesta (inhibicién por prepulso del
reflejo de parpadeo o BRIP, del inglés blink reflex inhibition prepulse). Estudios realizados en
animales y humanos sugieren que el ntcleo pedinculo-pontino participaria activamente en el
fendmeno BRIP (Koch y cols., 1993; Inglis y Winn, 1995; Reese y cols., 1995). En personas
sanas, el BRIP es multimodal, es decir que tiene lugar por varias modalidades sensoriales pero
los mas usados son los prepulsos somatosensorial o acustico (Ison y cols., 1990; Valls-Solé y
cols., 1999). El BRIP se ha hallado anormal en algunas enfermedades degenerativas como la
enfermedad de Huntington, en algunos pacientes con enfermedad de Parkinson y en
trastornos que comportan déficit atencional, como la esquizofrenia y otros trastornos
psiquiatricos (Nakashima y cols., 1993; Gémez-Wong y cols., 1998; Schicatano y cols., 2000;
Valls-Solé y cols., 2004; Scholes y Martin-lverson, 2010; Kohl y cols., 2013). La anormalidad del
BRIP indica una falta de control inhibitorio sobre los impulsos sensoriales a nivel de los
circuitos reflejos tronco-encefalicos.

Considerando la alta frecuencia de afectacion del tronco del encéfalo y las
manifestaciones de hiperactividad facial en pacientes con EM, es plausible pensar que el
estudio de la excitabilidad del reflejo de parpadeo pudiera revelar alteraciones a nivel
subclinico. Ademads, es posible plantear que la afectacidon supratentorial de estructuras
involucradas en el control del reflejo trigémino-facial como consecuencia de lesiones

cerebrales en EM pueda conducir a alteraciones en la excitabilidad tronco-encefalica.

Otros reflejos tronco-encefdlicos. Con técnicas neurofisioldgicas se puede también investigar el
funcionamiento de circuitos tronco-encefdlicos diferentes al trigémino-facial. El reflejo
inhibitorio maseterino (MIR, del inglés masseter inhibitory reflex) representa el cese de la

actividad electromiogréfica de superficie del musculo masetero (ocasionado por contraccion
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mandibular voluntaria), que consta de dos fases (SP1 y SP2, de silent period), y que es
generado por estimulacidon eléctrica del nervio mentoniano (rama distal del nervio mandibular
o lll rama del nervio trigémino). Se obtienen respuestas consensuales (o bilaterales) para
ambos componentes SP1 y SP2 por estimulacion eléctrica en los dos lados del mentdn,
correspondientes a la activacion de circuitos especificos a ambos lados del tronco-encéfalo, y
que involucran la participacion de fibras sensitivas y motoras que discurren a través del nervio
trigémino y circuitos polisinapticos de distribucién bulbo-protuberancial (Ongerboer de Visser
y Goor, 1976; Cruccu y cols., 2005). Por ejemplo, en un estudio de correlacién con
neuroimagen realizado en pacientes con EM “definida” en etapa estable (Bettoni y cols.,
1998), la alteracion del MIR (especialmente del SP1) mostrd una sensibilidad similar al reflejo
de parpadeo para detectar lesiones tronco-encefalicas por RMN y una alta correlacién con las
alteraciones de los potenciales evocados auditivos de tronco-encéfalo (PEAT, ver en detalle
mas adelante). Sin embargo, en otro estudio de correlacién por RMN de reciente publicacion
realizado en pacientes con EM durante un “brote” de hipoestesia facial (Koutsis y col., 2016),
el MIR fue la prueba menos sensible (50%) en detectar lesiones tronco-encefélicas detras de
los potenciales evocados sensitivos de nervio trigémino y del reflejo de parpadeo que
mostraron la mayor sensibilidad (100% y 66%, respectivamente). En pacientes con EM también
se ha investigado la sensibilidad diagndstica de la combinacién de pruebas neurofisioldgicas en
la deteccién de la disfuncion de vias y circuitos reflejos del tronco del encéfalo diferentes al
trigémino-facial. Existen reportes esporadicos que muestran que realizando una “bateria” de
estos estudios se puede igualar y en ocasiones superar la sensibilidad de pruebas que son
consideradas “estandar” (potenciales evocados y/o estudios de imagen) en el diagndstico y
seguimiento de pacientes con EM. Esto se ha observado en estudios que han utilizado los
llamados “potenciales evocados miogénicos vestibulares” (Gabelic y cols., 2013; Habek, 2013),
que involucran la participacion de la via vestibulo-espinal y representan un reflejo mediado por

activacion de los nervios craneanos VIl y XI, como también en aquellos que han utilizado

I “« IM

técnicas de mas reciente aplicacion, entre ellos el “reflejo trigémino-cervical” y los “reflejos
vestibulo- o acustico-maseterinos”, que combinan la activacién de los nervios craneanos V, VI
y Xl e involucran activacidn de circuitos polisinapticos de integracion bulbo-protuberancial (Di
Lazzaro y cols., 1996; Magnano vy cols., 2014). La aplicabilidad clinica de estas técnicas es aun

materia de estudio.
3.1.2 Reflejos espinales y de larga latencia
Reflejo H y reflejo de estiramiento. El estudio del reflejo H se obtiene por estimulacion eléctrica

del nervio tibial posterior a nivel de la cavidad poplitea y registro electromiografico con
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electrodos de superficie en musculatura de la pantorrilla. La latencia inicial del reflejo H
representa el tiempo de conduccién total requerido por los impulsos generados para ser
transmitidos por via ortodrémica a través de aferentes la, con la consecuente activacidn
sindptica a nivel medular del pool de alfa-motoneuronas, y la conduccién eferente de impulsos
en el nervio tibial posterior hasta el complejo muscular soleo-gastrocnemio. El retraso del
tiempo de conducciéon del
reflejo H puede estar
relacionado a un

enlentecimiento focal a nivel

I I aferente o eferente, tal como

0.1mV 0.1mV

10ms i0ms sucede en lesiones
radiculares (segmento S1) o
mononeuropaticas nervio

24V | 2V P (

ciatico popliteo). La amplitud
del reflejo H es proporcional

— _— al numero de axones
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finalmente activados por los

FIGURA 6. Reflejos H (arriba) y cutdneo-espinal (abajo)
obtenidos en sujetos control sano (izquierda) y con espasticidad
(derecha). El paciente con espasticidad muestra un significativo
aumento de la amplitud de las respuestas. De: Gomez-Soriano y

cols., 2012, indirecta (cuando la

impulsos aferentes y por lo

tanto, representa de manera

magnitud del input sensorial
es sujeto bajo control) la excitabilidad del circuito reflejo a nivel medular, la cual esta
condicionada por influencias descendentes supra-segmentarias. Los cambios en la amplitud
del reflejo H pueden ser relacionados con alteraciones en los mecanismos de regulacién de la
excitabilidad medular, que funcionan anormalmente en la espasticidad (Figura 6).
Efectivamente, el reflejo H es utilizado como una medida fiable de la eficiencia de los impulsos
aferentes a las motoneuronas del asta anterior medular y se relacionada con interesantes
aspectos fisiopatologicos de la espasticidad (Matthews, 1966; Pierrot-Deseilligny, 1990).
Por otro lado, el reflejo de estiramiento se evoca por estiramiento pasivo del musculo
y activacién de vias aferentes que transfieren informacién propioceptiva hacia centros
espinales. En pacientes con espasticidad se ha observado un aumento de la amplitud o el
acortamiento de la latencia del reflejo de estiramiento (Berardelli y cols., 1983b; Powers y
cols., 1988; Toft y cols., 1993). La espasticidad proviene de la hiperexcitabilidad en circuitos del
reflejo de estiramiento como consecuencia del dafio del tracto cortico-espinal, tal como ocurre

en pacientes con lesion medular traumatica de evolucidn crénica. La espasticidad, manifestada
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como rigidez, espasmos y dolor, es un sintoma que frecuentemente afecta las extremidades
inferiores en pacientes con EMPP (Zajicek y cols., 2003), y que ocurre como consecuencia de la
acumulacidn de lesiones cerebrales, tronco-encefalicas y medulares (Swingler y Compston,
1992). Estudios realizados en pacientes con EM con espasticidad han mostrado que los
parametros neurofisiolégicos (entre ellos, el reflejo H y el reflejo de estiramiento) en conjunto
con parametros biomecanicos se correlacionan de manera apropiada con los signos de la
exploracién clinica del tono muscular y reflejos en la articulacion del tobillo (Nielsen y Sinkjaer,
1996). Efectivamente se ha observado que la modulacién del reflejo H durante la marcha se
encuentra alterada en pacientes con EM con espasticidad moderada (Sinkjaer y cols., 1995). Se
ha observado, sin embargo, que la relacidn entre la amplitud maxima del reflejo H y la onda M
(el potencial de accién muscular compuesto, o CMAP de compound muscle action potential,
obtenido por estimulacién del nervio tibial), conocido como cociente H/M, parece ser una
variable mas adecuada en la valoracién de la espasticidad, ya que permite normalizar la alta
variabilidad intra-individual en los parametros del reflejo H determinados por factores
técnicos. Adicionalmente, se han observado resultados contradictorios en relacion a la
correlacién entre escalas clinicas de espasticidad y alteracidon de la amplitud del reflejo H. Sin
embargo, es posible que la alteracidn en otros mecanismos reflejos (reflejo de estiramiento) y
no reflejos (modulacidon por vias reticulo- y vestibulo-espinales) también participen en la

generacion de espasticidad en pacientes con EM (Leocani y cols., 2015).

Reflejos cutdneos. Es conocido que estimulos cutdneos pueden provocar reacciones reflejas
complejas. El signo de Babinski es, sin lugar a dudas, uno de los reflejos cutaneos mas
utilizados en clinica para la demostracidn de disfuncion en la regulacién descendente de las
respuestas motoras a estimulos cutaneos. Otros reflejos de utilidad clinica son los reflejos
cutaneo-abdominales y el reflejo palmo-mentoniano. Existen muchos mas reflejos cutaneos de
poca utilidad clinica pero que han sido objeto de estudios neurofisioldgicos. Entre ellos, la
modulacién de la actividad electromiografica durante una contraccidn sostenida por estimulos
en manos (Deuschl y Lucking, 1990) o el periodo de silencio obtenido por estimulos
nociceptivos (Kofler y cols., 2004; Stetkarova y Kofler, 2013).

No existen estudios concluyentes sobre los reflejos clinicamente mas utilizados
(Babinski, por ejemplo) y su correlato neurofisiolédgico en pacientes con EM. Tampoco se han
examinado otros reflejos cutdneos como el palmo-mentoniano en EM, aunque los reflejos
faciales han sido utilizados en algunos estudios neurofisiolégicos clinicos de interés: Por
ejemplo, en enfermedades degenerativas que afectan el tronco cerebral, como es el caso de la

paralisis supranuclear progresiva, Valls-Solé y cols. (1997) pusieron de manifiesto la ausencia
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de reflejo del parpadeo con preservacion del reflejo palmo-mentoniano a estimulos cutaneos
en mano. Posteriormente, esta misma disfuncion se ha observado en lesiones isquémicas de la
parte alta del tronco cerebral (Ledn y cols., 2011). Sin embargo, un estudio neurofisioldgico
concluyente de las alteraciones reflejas cutdneas en pacientes con EM no ha sido todavia

realizado.

Reflejos de larga latencia (LLR, de long-latency reflexes). Se presentan a una latencia mas
tardia que el reflejo H, y se obtienen por estimulacién eléctrica de un nervio periférico mixto y
registro sobre un musculo

apendicular en ligera contraccién HR

isométrica. Estdn compuestos por
3 componentes, el segundo de

5 Hz
ellos (LLR IlI) es aparentemente

mediado transcorticalmente vy

presenta un alto grado de

LLR T

correlacién con los tiempos de
1 Hz
conduccién de las vias somato-

sensorial y motora medidos por

estudios de PEs, sugiriendo I"""‘
10 ms
tractos de conduccién comunes.
De este modo. el LLR Il involucra FIGURA 7. Anormalidades del LLR en un paciente
con EM, observdndose ausencia (trazado superior)
también la conduccion a través o retraso (inferior) de la latencia del componente |

obtenidas a 2 frecuencias de estimulacion (5y 1 Hz,
respectivamente). Se muestran la respuesta M
o poli-sindpticos (Michels y cols., (MW, potencial de accién muscular compuesto) y el
reflejo H (HR) que anteceden el LLR I, ambos con
latencia normal. De: Bonfiglio y cols., 2006.

de circuitos intracorticales oligo-

1993; Santucci y cols., 1999). En
pacientes con EM se ha
observado que los LLR muestran: una elevada sensibilidad incluso mayor que los PE somato-
sensoriales (PESS, ver en detalle mas adelante) en el diagndstico de EM “definitiva” (Deuschl y
cols., 1988), una elevada correlacién en conjunto con los PESS para predecir alteraciones de la
via eferente (Matsumoto y Kaneshige, 1990), pero una baja correlacidon con la severidad de

IM

enfermedad (Tataroglu y cols., 2004). Efectivamente el tiempo de “relevo cortical” medido por
LLR 1l (a cuya latencia se le sustraen los tiempos de conduccién de PESS y PE motores) se
encuentra prolongado en pacientes con EM en comparacion con sujetos sanos, sugiriendo un
retraso de la conduccidn en circuitos intracorticales involucrados en la integracién sensitivo-

motora (Bonfiglio y cols., 2006; Figura 7).
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3.2 Vias sensoriales y potenciales evocados (PEs)

En términos generales, los PE “sensoriales” reflejan la actividad electroencefalografica
sincronizada en respuesta a la llegada al cerebro de los impulsos generados por estimulos
sensoriales (visuales, eléctricos, acusticos) que son aplicados repetidamente en el tiempo en
un segmento corporal o en el campo receptivo de un individuo (Cooper y cols., 2004). De este
modo, en presencia de una lesién focal localizada en algin punto de una via nerviosa, la
conduccién de potenciales de accion a través de ella se verd enlentecida o bloqueada
dependiendo, entre otras cosas, de la magnitud de la lesidn. En las lesiones desmielinizantes
habitualmente se observa un alargamiento del tiempo de conduccién, mientras que en la
pérdida axonal se acostumbra a observar disminucién de amplitud o ausencia de respuesta. En
resumen, una conduccidn deficiente generard un PE anormal, el cual serd especifico de la
naturaleza del estimulo y de la via utilizada.

De manera particular, el estudio de los PEs permite establecer diseminacion en el
espacio de las lesiones y cuantificar la afectacién especifica de las vias de conduccidn visual,
sensitiva, auditiva y motora, a través de los PE visuales (PEV), los PE somato-sensitivos o
somestésicos (PESS), los PE auditivos de tronco-encéfalo (PEAT) y los PE motores (PEM),
respectivamente (Figura 8). Su mayor utilidad en el contexto clinico de un paciente con EM se
observa cuando los sintomas son atipicos sin presentarse un déficit clinico objetivo (afectacion
“silente”) o cuando los signos clinicos han desaparecido en el momento de la exploracion
neurolégica. Aunque no hay un patrén de anormalidad en los PEs que sea especifico de EM, los
PEs representan la principal prueba complementaria neurofisiolégica en el diagndstico de EM.
Los PEs se han correlacionado con variados grados de discapacidad motora y, de este modo,

permiten realizar un seguimiento y monitorizar el curso clinico de la enfermedad.

3.2.1 Potenciales evocados visuales (PEV)

A pesar de que los PEV ya no forman parte de los criterios diagnésticos originales de
McDonald especificamente para la EMPP (desde el afio 2005), su utilidad es sustancial en la
practica clinica habitual. Se encuentran alterados en el 80% durante la evoluciéon de la
enfermedad. Los PEV tienen una sensibilidad del 95% en el contexto de un cuadro compatible
con neuritis dptica (Leocani y cols., 2000), observandose de manera consistente un retraso en
la latencia del componente P100 con morfologia parcialmente conservada como consecuencia
de una lesién predominantemente desmielinizante, lo que da cuenta del 80% de las
anormalidades de PEV descritas en EM (Fig.8A; Takasoh y cols., 2000). Una asimetria en la
latencia entre ambos ojos (> 7.3 — 10 ms) es una medida muy sensible de disfuncién en la

conduccién del nervio dptico, no asi la amplitud. Ocasionalmente, los PEV presentan

29



Alteraciones de la excitabilidad refleja y del control motor en EM

disminucién de la amplitud en pacientes sin afectacion visual clinica, que puede ser atribuido a
dafio axonal o desmielinizante focal (Diem y cols., 2003). Si bien la amplitud de los PEV por si
sola no es una medida confiable, aparentemente a mayor amplitud mejor prondstico de
recuperacion (Hickman y cols., 2004). La ausencia de P100 puede observarse tanto en un
episodio agudo de neuritis dptica como en estados avanzados de enfermedad incluso sin

afectacion clinica visual. PEV anormales bilateralmente se observan en el 50-70% de los casos.

3.2.2 Potenciales evocados auditivos de tronco-encéfalo (PEAT)

El estudio de los PEAT es un método preciso de localizacién de una lesidon que afecte
algun punto a lo largo de la via aferente auditiva. Las aferencias auditivas transcurren por el
nervio coclear (VIIl nervio craneano) e ingresan al tronco del encéfalo a nivel bulbar alto para
realizar conexiones con los nucleos cocleares bilateralmente, y contindan ascendiendo por los
lemniscos laterales hacia el talamo para finalizar en la corteza auditiva del I6bulo temporal de
ambos hemisferios. El curso temporal de la progresién de los impulsos auditivos a través de
estas estructuras (principalmente tronco-encefalicas) en condiciones fisioldgicas, se ve
representado por la obtencién en los PEAT de 5 ondas (numeradas de | a V). En pacientes con
EM, la mayor utilidad de los PEAT radica en poder localizar la lesién focal a nivel del tronco-
encéfalo. En este contexto, los PEAT permiten: confirmar lesiones tronco-encefdlicas
sospechadas clinicamente, evaluar sintomas previos o recientes poco definidos (por ejemplo,
diplopia o incoordinacion fluctuantes) que pueden orientar a afectacion tronco-encefalica, y
detectar una segunda lesion asintomatica en pacientes con sospecha de EM por lesion Unica.
Los PEAT son anormales aproximadamente en el 40-50% de los casos, especificamente en el
75% de los pacientes con EM “definida” y en el 33% de aquellos con EM “posible” (Misulis y
Fakhoury, 2001). En los pacientes sin sintomatologia tronco-encefalica, los PEAT estdn
alterados en el 25-33% (alteracidn silente o subclinica). Especificamente, las alteraciones mas
habituales de los PEAT en EM se encuentran en: 1. La amplitud de las ondas IV y V con
normalidad de las restantes ondas (Fig.8D), lo que sugiere una afectacién localizada a nivel del
tronco-encéfalo superior; 2. La duracion de los intervalos entre ondas con prolongacién de los
componentes I-lll o I-V, que sugieren enlentecimiento de la conduccion tronco-encefilica.
Efectivamente, anormalidades de la onda Il se han correlacionado con un defecto en la
discriminacién de la diferencia del tiempo inter-aural en pacientes con EM (Van der Poel y
cols., 1988). Por el contrario, los PEAT pueden ser normales incluso en pacientes con EM con
demostrada afectacién tronco-encefdlica (por ejemplo, en la oftalmoplejia internuclear)

cuando la via auditiva se mantiene integra (Chiappa, 1988).
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3.2.3 Potenciales evocados somato-sensoriales (PESS)

Las anormalidades en PESS encontradas en pacientes con EM suelen ser muy variadas
(Fig.8C; O'Riordan y cols., 1996; Leocani y cols., 2000). Se encuentran anormales hasta en el
60% durante la evolucién de la enfermedad. Existe una mayor incidencia de anormalidades
encontradas en extremidades inferiores que en superiores (Misuli y cols., 2001). En pacientes
qgue manifiestan el cuadro de disestesias paroxisticas se ha descrito una reduccién de la
amplitud del componente N19/P22 de los PESS (Toru y cols., 2005). Los PESS permiten
monitorizar cambios evolutivos en individuos con EM (Leocani y cols., 2003) y también
demostrar disfuncién de las vias somato-sensoriales retrospectivamente incluso después de
tiempos prolongados alejados del episodio desmielinizante. Aparentemente podrian ser mas

sensibles que la RMN en la deteccidon de lesiones desmielinizantes ubicadas en la médula

A PEV PEM B

N75 L N145

NS

N145

25ms/1uV

C PESS

5ms/2uV

FIGURA 8. Anormalidades tipicamente encontradas en el estudio de los PEs en pacientes con
EM. Se comparan los PEs obtenidos por estimulacion de ambos lados para A, B y C. Se
observa mayormente un retraso en la latencia de las respuestas (PEV, PEM y PESS), y en
menor grado, una discreta reduccion de la amplitud de ellas con morfologia dispersa
(polifasia en PEM). En los PEAT (sélo se muestra el trazado por estimulacion unilateral) se
observa ausencia de las ondas IV y V.
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espinal, aunque este tema es controvertido (Emerson, 1998). En la variante de EMPP, en la
cual existe una afectacion predominante de la médula espinal, posiblemente se encuentre una

frecuencia mas alta de alteraciones en los PESS.

3.3 Via motora y estimulacion magnética transcraneana (EMT)

La via motora cortico-espinal (via piramidal) puede ser estudiada
neurofisiolégicamente a través de la aplicacion de EMT que permite activar de manera
indolora la corteza motora primaria y registrar la respuesta mediante electrodos de superficie
en musculatura apendicular (Barker y cols., 1985), obteniéndose los asi Ilamados PE

“motores”.

3.3.1 Potenciales evocados motores (PEM)

La afectacidn piramidal es frecuente manifestacidon en pacientes con EM tanto en un
primer episodio clinico de origen desmielinizante como en las formas establecidas de EMRR y,
en particular, en la variante de EMPP. Los PEM se encuentran alterados hasta en el 80% de los
pacientes durante su evolucién. El estudio de los PEM ha mostrado que en pacientes con EM
existe un enlentecimiento de la conduccidén cortico-espinal de los tractos mas rapidos,
manifestado como un retraso de la latencia distal de los PEM, y una dispersion temporal en la
conducciéon de las voleas descendentes por el tracto piramidal, manifestado como PEM de
duracién prolongada y polifasicos (Fig.8B; Kukowski, 1993; Brum y cols., 2016). Ademas, los
pacientes con EM presentan una falta de facilitacion de los PEM con la contraccién voluntaria,
posiblemente relacionado con la afectaciéon de interneuronas espinales a causa de lesiones
focales, una caracteristica distintiva con respecto a otras enfermedades neuroldgicas en las
cuales también se afectan los PEM (Brum y cols., 2016). Los PEM pueden ser utilizados en el
contexto de un primer “brote” especialmente si el cuadro clinico incluye un sindrome medular
(Gajofatto y cols., 2010), con el objetivo de identificar la existencia de disfuncién y localizarla
en el SNC. Ademas, los PEM han demostrado ser Utiles en la prediccidn del curso clinico de los
primeros episodios de origen desmielinizante (Pallix-Guyot y cols., 2011). En la variante de
EMRR, es aconsejable estudiar los PEM: en pacientes diagnosticados clinicamente de EM y en
los que el estudio de RMN cerebral sea normal, y en pacientes con sospecha clinica de EM en
los que los hallazgos de la RMN cerebral no sean concluyentes para poder confirmar el
diagndstico. En ambos casos, la deteccién de lesiones subclinicas compatibles con
desmielinizacidon de la via cortico-espinal apoyaria el diagndstico clinico. En la variante de
EMPP, los PEM podrian ser de particular utilidad en excluir procesos distintos de la EM que

pudieran causar un cuadro de disfuncion medular progresiva (tumor intrarraquideo, fistula
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dural espinal, etc.), contribuyendo especificamente a la identificacion de la disfuncion
desmielinizante.

El valor de los PEs en el diagndstico de la EM se ha visto reducido por el avance
tecnolégico en el uso de la RMN, la cual tiene una alta sensibilidad para la deteccion de
lesiones subclinicas. Una bateria de PE multimodales es util en todo paciente con un cuadro
clinico compatible con un primer brote de enfermedad desmielinizante, aumentando la
sensibilidad en el diagndstico de EM (60-85%) aunque no mejora la especificidad (50-85%)
(Gronseth y Ashman, 2000). La baja especificidad de los PEs debe tomarse en consideracion
cuando se detectan anomalias fisiopatoldgicas en el contexto de un cuadro clinico no
compatible con EM. La evidencia de la utilidad de los PEs en conjunto para evaluar el
prondstico o monitorizar el curso de la enfermedad es mas bien conflictiva. Sin embargo, en un
estudio de 4 afos de seguimiento en pacientes con sospecha inicial de EM, los PEV, PESS y
PEAT tuvieron un elevado valor predictivo positivo al encontrarse anormales en el 81% de los
sujetos que evolucionaron a una EM “definitiva”, mientras que en los pacientes en que no se
confirmé el diagndstico sélo fueron anormales en el 19% (Deltenre y cols., 1982). Ademas, los
PEV en combinacién con los PEM permitirian predecir la discapacidad a largo plazo (Schlaeger
y cols., 2014). Otros datos avalan la utilizacidon de escalas globales de PEs que proporcionarian
un buen rendimiento diagndstico en la EM y cuyos resultados se correlacionan con la
progresion de la enfermedad, lo que permitiria utilizarlos como medida de Ila
neurodegeneracion, prediccion de la discapacidad futura y monitorizacién de los efectos de
tratamientos modificadores del curso clinico de la EM (McGavern y cols., 2000; Fuhr y cols.,
2001; Diem y cols., 2003; Kallmann y cols., 2006; Leocani y cols., 2006; Jung y cols., 2008; Kale
y cols., 2009; Rico y cols., 2009; Invernizzi, 2011; Pallix-Guyot y cols., 2011; Schlager y cols.,
2011; Schlaeger y cols., 2012).

3.3.2 Otras técnicas con EMT

Ademas de la estimacion del tiempo de conduccién de la via cortico-espinal, la
aplicacion de un pulso magnético transcraneal permite obtener informacion sobre la funcion
de aspectos especificos de la via cortico-espinal (sincronia en la activacion de las voleas
descendentes), de las vias de comunicacion inter-hemisférica entre los haces cortico-espinales,
y de la excitabilidad de la corteza motora (circuitos excitatorios e inhibitorios a nivel
intracortical), mediante técnicas complementarias de EMT. Estas técnicas se pueden dividir en
las que utilizan la aplicacién de un pulso magnético Unico de aquellas de mayor complejidad

técnica que requieren la aplicacidén de estimulos dobles o triples.
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Aparte del efecto excitatorio que resulta en la obtencién del PEM, la EMT por estimulo
Unico también induce fendmenos inhibitorios (Kobayashi y Pascual-Leone, 2003): el periodo
silente cortical ipsilateral (iSP, del inglés ipsilateral silent period) y el periodo silente cortical
contralateral (cSP, de contralateral silent period). En ambos casos se realiza un registro de
superficie desde un musculo de la mano durante contraccion voluntaria isométrica. El cSP se
obtiene por estimulacién del hemisferio del lado contralateral al musculo activado, mientras
que el iSP se obtiene por estimulacién del hemisferio del mismo lado donde se obtiene el
registro. En el primer caso, cuando la EMT se aplica con el musculo activado se observa un cese
de la actividad electromiografica después del PEM. La fase tardia del periodo silente es
generada exclusivamente a nivel cortical, y representa la actividad de interneuronas corticales
inhibitorias. Un fendmeno inhibitorio de menor duracién y con ausencia de PEM se observa
cuando el pulso magnético es aplicado en la corteza motora del hemisferio ipsilateral al
registro, llamado iSP. Después de la estimulacion de la corteza motora ipsilateral, los
potenciales de accion son transferidos a través del cuerpo calloso hacia interneuronas
inhibitorias en regiones homadlogas de la corteza motora contralateral, para finalmente ejercer
un efecto inhibitorio neto sobre la via cortico-espinal contralateral.

Fendmenos inhibitorios y excitatorios de los estimulos magnéticos pueden ser
estudiados por la aplicacion de pulsos dobles de EMT de la misma o distinta intensidad.
Cuando se aplica un pulso condicionante subumbral con un intervalo de 1 — 6 ms con
anterioridad a un pulso test supraumbral aplicado sobre la misma corteza motora primaria, se
obtiene una reduccién o inhibicién del PEM generado por el estimulo test. Esta técnica se
conoce como inhibicidon intracortical a intervalo corto (SICI, de short-interval cortical inhibition)
y se corresponde con la actividad inhibitoria mediada por receptores GABAa a nivel
intracortical (Ziemann, 2013). Por otro lado, si el estimulo condicionante es aplicado con un
intervalo > 8 — 10 ms con anterioridad al estimulo test, se produce facilitacion del PEM (ICF, del
inglés intracortical facilitation). Posteriormente, se pueden poner de manifiesto también
fendmenos de facilitacion e inhibicion de larga latencia (Valls-Solé y cols., 1992).

En un estudio realizado en pacientes con EMRR en fase de “brote” se encontré una
reduccion de la SIClI y una menor duracién del cSP, sugerente de una reducida inhibicion
intracortical en comparacién con sujetos sanos (Caramia y cols., 2004). Por el contrario, en
pacientes con EM en fase de “remisién” se observo una prolongacién de la duracidn de cSP, la
cual ha sido correlacionada con disfuncién motora desde la extremidad explorada sin
observarse diferencias en la SICI, lo que sugiere que mecanismos de excesiva inhibicidn
intracortical contribuyen a impedir la recuperacion de la discapacidad motora encontrada en

esta fase de enfermedad (Nantes y cols., 2016a). En otro estudio realizado en pacientes en un
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estadio similar una mayor ICF fue correlacionada con mayor discapacidad motora (Nantes y
cols., 2016b).

La EMT es capaz de estimular todas las proyecciones de las alfa-motoneuronas
dirigidas a un musculo intrinseco de la mano si se utiliza una intensidad de estimulacion
suficientemente alta. Sin embargo, el potencial de accion muscular compuesto obtenido por
EMT (o PEM) es marcadamente mas pequefio que el obtenido por estimulacion eléctrica
supramaximal de un nervio periférico (o CMAP). Esta discrepancia ocurre por el hecho de que
los potenciales de unidad motora no son sincronizados del todo por la EMT. A causa de esta
desincronizacion las voleas pueden parcialmente “cancelarse” entre ellas cuando son
registrados desde la superficie. La contribucién de la porcidn de las motoneuronas espinales
que es activada por la EMT puede ser estimada con relativa precisiéon con la técnica de triple
estimulacién (TST, de triple stimulation technique; Magistris y cols., 1998). Esta técnica permite
eliminar la influencia de la desincronizaciéon en el tamafio del PEM vy la influencia de las
descargas repetitivas de las motoneuronas. Un estimulo cortical y dos estimulos periféricos
colisionan en dos puntos del nervio periférico. Como resultado todos los potenciales de accidn
de las motoneuronas espinales inducidos por el estimulo cortical son sincronizados. En un
estudio que incluyé pacientes con EMRR y EMPP, las alteraciones encontradas con TST se
correlacionaron con el déficit motor en ambos grupos de pacientes mientras que el tiempo de
conduccién central fue significativamente mas prolongado en pacientes con EMPP que en
EMRR, sin encontrarse una asociacion con el grado de afectacion estructural de la médula
espinal (Humm vy cols., 2003).

En resumen, el estudio de los PEs proporciona medidas fiables y precisas de
parametros neurofisioldgicos especificos (latencia, amplitud, etc.) que permiten establecer o
descartar la disfunciéon neuroldgica en la via examinada. La deteccién de disfuncidn subclinica
constituye, en el caso de la EM, un apoyo importante para el diagndstico. Ademas, segin el
tipo de alteraciéon detectada, los PEs permiten sugerir las caracteristicas de la lesidn

subyacente.

3.4 Integracion sensitivo-motora y vias comisurales

La bradicinesia y la lentitud motora son caracteristicas clinicas habituales en las
enfermedades neurodegenerativas. Mientras la bradicinesia como tal es un aspecto basico del
diagnédstico de enfermedades extrapiramidales (por ej., en la enfermedad de Parkinson), de
facil reconocimiento en la exploracidn clinica de la marcha y en la realizacion de tareas
unimanuales repetitivas (por ej., finger tapping), una cierta lentitud motora puede involucrar

diversos ambitos del quehacer diario de un sujeto, no siendo especifica de una tarea en
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particular ni de una enfermedad neurolégica concreta. Experimentalmente, los pacientes con
EM presentan retraso en la ejecuciéon de tareas motoras que ha sido tipicamente atribuido a
falta de concentracidon y dafio cognitivo (Kail y cols., 1998; De Sonneville y cols., 2002;
Stoquart-ElSankari y cols., 2010). Clinicamente, no es inhabitual ver pacientes con EM que
muestran dificultad en la realizacion de tareas motoras comunes (escritura, vestirse, etc.), con
marcha lenta o franca bradicinesia en la exploraciéon neuroldgica. Dado que la afectacion del
sistema extrapiramidal no es parte del cuadro etiopatogénico ni sindromatico de la EM, otra
explicacion plausible puede estar relacionada con tal lentitud motora.

Muchas de estas tareas involucran integracion sensitivo-motora, que puede evaluarse
mediante tareas de tiempo
de reaccién. En tareas que
comportan  tiempo  de
reaccion simple, el sujeto
experimental debe realizar
un acto motor unimanual
simple (por ej. cierre de un
puio, flexidon o extension de
la mufieca, etc.) lo mas
rapido posible como

reaccion ante una sefial

imperativa o de arranque.

FIGURA 9. Paradigma de tiempo de reaccion simple: extension de la
Dicha sefial, de naturaleza mufieca en respuesta a un estimulo sensorial de tipo eléctrico
(representado por una bombilla). Arriba, se muestran las vias de
conduccién neural sensorial o aferente (flechas discontinuas) y motora
o eferente (flecha continua), ambas decusadas, integradas y
originadas en cortezas sensorial y motora primarias (S1 y M1,
respectivamente). Abajo, dos situaciones experimentales son
ejemplificadas sin (izquierda) y con (derecha) transferencia de

sensorial, puede ser un
estimulo visual, acustico o

tactil (por ej. un pulso

eléctrico) La reaccién impulsos al hemisferio opuesto (flechas curvas): se ejecuta la accion
en el mismo lado donde se aplicé el estimulo (reaccién ipsilateral,
voluntaria puede ser medida condicion “no cruzado”), o con la mano opuesta al lado donde se

aplicé el estimulo (reaccién contralateral, condicién “cruzado”).
mediante transductores de

movimiento (acelerémetro) o electromiografia de superficie de la musculatura activada.

3.4.1 Paradigma de tiempo de reaccion “cruzado”

Los paradigmas de tiempo de reaccion representan una estrategia interesante para
estudiar de manera indirecta la integridad de las vias nerviosas de conduccidn a nivel central y
periférico. Adicionalmente, entregan informacidn relacionada con los mecanismos centrales de

integraciéon sensitivo-motora y de preparacion motora necesarios para el correcto
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procesamiento de informacion sensorial y activacion de estructuras corticales / subcorticales,
respectivamente, involucrados en la realizacidon de una tarea motora especifica. La integracion
sensitivo-motora involucra la activacién de la maquinaria sinaptica que conlleva a la ejecucion
de un acto motor preprogramado en respuesta a una sefal sensorial (Abbruzzese y Berardelli
2003; Swayne y cols., 2006). A pesar de la gran utilidad en la evaluacién de la conduccion en
vias neurales, el estudio de los PEs refleja la funcionalidad que puede existir solamente en una

parte (aferente) de Ila via de

GO Contro integracion sensitivo-motora,

__,/ﬂ'\_ MOV fundamental en la ejecucion de actos

i \\_-f"'f— - ‘ motores. Al menos dos situaciones

S _JIII;M': A— Wi desde el punto de fisiopatoldgico

| d wr pueden contribuir a una respuesta
_..u_._.._..._""l,- S ——

ejecutada de manera enlentecida: 1. La

ig.g my percepcion demorada en el tiempo de
- (230" S 5 ~ . .
100 ms 30" + slartle la sefial sensorial, con un estudio de
I o \ MOV PESS anormalmente retrasados e
oo T T . .
l - indemnidad en las restantes
_.r—o@\;@; - Wr estructuras; 2. La alteraciéon “aguas
, I ) abajo” en el sistema de ejecucidon en
o n_ ¥ '1|. —_— § L'\' E
’:'- las vias de conduccién motora y/o en

vias de integracién sensitivo-motoras
FIGURA 10. Efecto StartReact. Registro con

acelerometro (ler trazado) y electromiografia de en un paciente con una correcta
superficie (2do y 3er trazados) de la actividad en )
musculos flexores (WF) y extensores (WE) del conduccion por vias somato-

antebrazo en un tiempo de reaccion simple para el
movimiento balistico de extension de la mano,
observdndose el tipico patron trifasico de activacion
(imagen superior). La aplicacion de un sobresalto
(“startle”) simultaneamente a la sefial imperativa
(GO) acorta significativamente el tiempo de reaccion
(imagen inferior). Adaptado de: Valls-Solé y cols., alteracidén mas evidente y
1999.

sensoriales (PESS normales). La suma
de las alteraciones en la via sensitiva y

en la via motora podria comportar una

potencialmente mas relevante para la
disfuncidn clinica, la cual es susceptible de ser evaluada mediante la utilizacion del paradigma
de tiempo de reaccion “cruzado” (Figura 9). Este método consiste en aplicar un estimulo por
ejemplo de tipo somestésico (habitualmente un pulso eléctrico) en un segmento corporal del
hemicuerpo del sujeto experimental (por ejemplo, la mano), el cual serad integrado en la
corteza sensorial del hemisferio cerebral opuesto al hemisferio cerebral involucrado en la
activacion motora para ejecutar el acto motor simple (Schieppati y cols., 1984; Schulte y cols.,

2005; Kennedy y cols., 2013). La utilizacién de este paradigma implica necesariamente la
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transferencia de impulsos desde un hemisferio al opuesto, y por lo tanto, la participacion de

vias comisurales de integracion inter-hemisférica.

3.4.2 Reaccion de sobresalto y circuitos motores subcorticales
Diversos mecanismos estan involucrados en el aumento de la excitabilidad que ocurre

con anterioridad a la ejecucion de

un acto motor voluntario. El A

cambio de excitabilidad ocurre a -
L Wrist Flex

todos niveles de la via motora,

y
incluyendo vias motoras AH
R Wrist Flex s——————— _' 100 pv

subcorticales (Brunia, 1993; Valls-

200 msec
Solé y cols., 1995).
Experimentalmente, el incremento B ‘On’
de excitabilidad subcortical se R Wrist Flex —g——— #—— p-— —— ——— =

puede poner de manifiesto RWrist Ext —§————f——4—
LWrist Flex =«-#sws—t+—d—d=—rlfo——pt

LWristExt 48—+ —$r———
estimulo que provoca reaccién de -1 500 pv

(Off' 1sec

R Wrist Flex ——4——a—
activacion del sistema reticulo- R Wrist EXt  ——foe—— g e

mediante la adicion de un

sobresalto, generada por

espinal en el tronco-encéfalo LWiist Flox = —— —
(Davis y cols.,, 1982; Liegeois- LwistEe = o =
Chauvel y cols., 1989), al estimulo FIGURA 11. Registro de la actividad EMG en “espejo”
Lo ) (MEMG) en la musculatura del antebrazo izquierdo (L)
que se use como sefial imperativa en 2 pacientes con falta de control motor. Se ha

utilizado como paradigma experimental la ejecucion

en el paradigma del tiempo de ) _
voluntaria de una tarea motora simple de modo

reaccion. Esta combinacion de repetitivo (contraccion del pufio) del lado derecho (R),
. con indicacion de mantener reposo de la extremidad
estimulos comporta una contralateral. En A, se muestra la mEMG en un

paciente con Huntington, rectificacion, suavizado y

aceleracion del tiempo de promedio de 500 registros. En B, se muestra la mEMG

reaccion, llamado efecto a lo largo del tiempo en un paciente con Parkinson
durante la ejecucion de la tarea en fase ‘on’ pero no en
StartReact, que implica la ‘of f. De: Hashimoto y cols., 2001.

participacion de estructuras y

circuitos activados en la reaccion de sobresalto en la ejecucién de la tarea motora
convenientemente preparada (Figura 10; Valls-Solé y cols., 1995, 1999; Siegmund y cols., 2001;
Carlsen y cols., 2004a,b). Con este método se puede examinar el grado de excitabilidad motora
subcortical en la preparacidn para efectuar un acto motor. La falta de tal facilitacién sugiere

una deficiente energizacidn de circuitos subcorticales motores, como se ha observado en la

38



Alteraciones de la excitabilidad refleja y del control motor en EM

paralisis supranuclear progresiva (Valldeoriola y cols., 1998). El tipico dafio subcortical
observado en EM podria adicionalmente estar relacionado con una falta de energizacion en los
mecanismos de preparacidon motora, y ser un factor afiadido en la lentitud de movimientos y

retraso en la ejecucidn de tareas motoras.

3.4.3 Inhibicion transcallosa y control motor

Como hemos sefialado previamente, una variante interesante para el estudio de vias
de integracidn inter-hemisférica es el paradigma de tiempo de reaccién “cruzado”. La principal
estructura anatémica por la cual discurren fibras comisurales es el cuerpo calloso, el cual esta
particularmente afectado en EM. El cuerpo calloso participa en la transferencia de impulsos de
naturaleza excitatoria e inhibitoria entre regiones homdlogas de ambos hemisferios. Se ha
descrito una distribucidon topografica antero-posterior (de rodilla a esplenio) de las fibras que
transcurren a través de él (Witelson, 1989), de tal manera que las fibras de segmentos que
conectan estructuras distintas no se entremezclan y mantienen una clara distribucion
fascicular. De esta manera, por ejemplo, las fibras que conducen informacién motora que
conectan M1 bilaterales son anteriores o rostrales a las fibras que transportan informacion
sensitiva entre S1 bilaterales. Se ha observado que en pacientes con EM los segmentos
mayormente afectados con atrofia del cuerpo calloso son los segmentos del cuerpo medio y el
rostrum (Evangelou y cols., 2000). Asimismo, el dafo estructural y microestructural del cuerpo
calloso se ha correlacionado con una alteracién en la conduccién a través de fibras motoras
inhibitorias (Llufriu y cols., 2012).

Una parte fundamental del control motor es la capacidad de ejecutar un acto
voluntario restringido a un segmento corporal de manera precisa sin involucrar la activacién de
otros segmentos corporales no deseados en la realizaciéon de dicho acto motor primario. Tal
activacion no deseada puede implicar grupos musculares de distintos segmentos corporales
(musculatura heterdloga) al del movimiento primario, como también de musculatura
correspondiente al mismo segmento corporal en el hemicuerpo contralateral (musculatura
homdloga). Efectivamente, la ejecucion voluntaria de un acto motor estrictamente unilateral
de tipo balistico implica necesariamente la inhibicion de la via cortico-espinal contralateral
para evitar un movimiento sincinético o en “espejo” en el miembro contralateral (Leocani y
cols., 2000; Liepert y cols., 2001). El movimiento en espejo se define como aquél que ocurre en
musculos homologos al del miembro donde se ejecuta la accidén, y que se manifiesta de un
modo similar al que se quiere ejecutar voluntariamente. Estos movimientos ocurren
fisiolégicamente en la infancia pero desaparecen con la mielinizacion del cuerpo calloso

durante el desarrollo (Reitz y Miller, 1998), los cuales no son observables en condiciones
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normales en la vida adulta debido a un correcto mecanismo de inhibicién inter-hemisférica
(Nass, 1985; Mayston y cols., 1999; Hoy y cols., 2007).

En adultos sanos sélo es posible detectar tal actividad sincinética con registro
electromiografico de superficie durante la preactivaciéon de la musculatura homadloga cuando
se ejecuta la tarea motora con el brazo contralateral (Armatas y cols., 1994; Mayston y cols.,
1999). La presencia de actividad en espejo sugiere fuertemente falta de control motor. Esto ha
sido descrito en diversas enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas, tales como la enfermedad
de Parkinson, Huntington, esquizofrenia, entre otras, mayormente observada como
movimientos en espejo (Figura 11; Van den Berg y cols., 2000; Hashimoto y cols., 2001;
Addamo vy cols., 2007; Hoy y cols., 2007). En la mayoria de estas patologias, el principal
mecanismo involucrado en la falta de control inhibitorio sobre la extremidad contralateral es
una defectuoso mecanismo de inhibicién transcalloso (Hibers y cols., 2008).

Aunque en EM existe un dafio predominante en estructuras cerebrales de la linea

media (cuerpo calloso y tronco del encéfalo) que implica necesariamente afectacion de vias

\ Reaccion | | | Actividad Reaccion

Voluntaria | | | en “espejo” Voluntaria

FIGURA 12. Se representan en “paralelo” los mecanismos comisurales
(flechas horizontales) involucrados en un paradigma “cruzado” de tiempo
de reaccion (similar a Figura 8) necesarios para la correcta ejecucion de la
tarea unimanual y evitar al aparicion de actividad sincinética no deseada
(GO=sefial imperativa). lzquierda, transferencia inter-hemisférica e
integracion sensitivo-motora de impulsos desde el hemisferio involucrado
en recepcion de impulsos sensitivos al hemisferio involucrado en la
generacion de la actividad motora voluntaria. Derecha, actividad inhibitoria
inter-hemisférica entre haces cortico-espinales “homoélogos” desde el
hemisferio involucrado en reaccion motora voluntaria al contralateral. S1 y
M1 representan cortezas sensorial y motora primarias.
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comisurales de conexidn entre tractos cortico-espinales homadlogos, en la practica clinica los
movimientos en espejo no son una caracteristica reconocible habitualmente en pacientes con
EM. Sin embargo, los pacientes con EM manifiestan otros ejemplos de falta de control motor,
como el temblor de intencidn y la dismetria, los cuales han sido relacionados con una
disfuncion en la integracion sensorio-visual y mecanismos compensatorios motores
inadecuados (Heenan y cols., 2014). El grado de participacidén de estructuras cerebrales en el
control motor durante la ejecucién de tareas unimanuales puede ser examinado utilizando
técnicas funcionales de RMN. Interesantemente, se ha observado que los pacientes con EM
muestran hipoactividad en el area cerebral involucrada en la ejecucion de una tarea unimanual
e hiperactividad compensatoria en areas cerebrales homdlogas y no homdlogas (Lenzi y cols.,
2007).

La ejecucién voluntaria de un acto motor estrictamente unilateral de tipo balistico
implica necesariamente la inhibicion de la via cortico-espinal contralateral para evitar un
movimiento sincinético en el miembro contralateral. Es interesante notar que en el contexto
de un tiempo de reaccidn cruzado como el descrito con anterioridad, un estimulo sensorial
(utilizado como sefial imperativa) aplicado en un hemicuerpo e integrado en la corteza
sensorial primaria contralateral, deberda ser necesariamente transferido al hemisferio opuesto
(corteza motora primaria) para generar la respuesta motora deseada (Figura 12). En paralelo
con este proceso de transferencia inter-hemisférica de informacion, los mecanismos de
inhibicién inter-hemisférica deberan participar activamente para evitar la aparicion de
movimientos en espejo. De esta manera, la utilizacién de un paradigma de reaccién cruzado
representa un modelo interesante para examinar en “paralelo” el funcionamiento de vias
comisurales de transferencia y de inhibicién inter-hemisférica. En este paradigma experimental
podria ser esperable observar con mayor facilidad falta de control motor unimanual en
patologias que presenten alteraciones en dichas vias comisurales. La falta de control
inhibitorio contralateral podria ser una caracteristica en pacientes con EM durante la ejecucidn
de una tarea unimanual en un paradigma de un tiempo de reaccidon cruzado, relacionada

especificamente con las alteraciones de la conduccidn transcallosa.
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lll. Hipotesis

Tomando en consideracién los siguientes dos aspectos fundamentales del sustrato

neuropatoldgico en EM:

Que la distribucién anatomica de las lesiones subcorticales localizadas a nivel
supratentorial es aleatoria y, por lo tanto, muy probablemente asimétrica entre ambos
hemisferios;

Que existe un dafo predominante del cuerpo calloso y del tronco del encéfalo,

estructuras por donde transcurren vias comisurales de conexién;

Se han planteado dos hipodtesis de trabajo:

1.

El dafio hemisférico subcortical se asocia a alteraciones asimétricas de la excitabilidad
de los reflejos del tronco del encéfalo;

La afectacion de fibras comisurales de integracion inter-hemisféricas entre vias largas
(tractos cortico-espinales y/o espino-corticales) se asocia a lentitud en la ejecucion de

tareas motoras y a falta de control inhibitorio de actividad sincinética.
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IV. Objetivos

Generales:

1. Caracterizar neurofisiolégicamente las alteraciones subclinicas de la excitabilidad de
respuestas reflejas tronco-encefalicas en pacientes con EM
2. Caracterizar las alteraciones del control motor y de la integracidn sensitivo-motora en

paradigmas de tiempo de reaccion.
Especificos:

1. Examinar la relacion entre la asimetria de la distribucién de lesiones a nivel
supratentorial y la asimetria en la excitabilidad de los reflejos de tronco del encéfalo
(reflejo de parpadeo).

2. Cuantificar la lentitud en la ejecucién de tareas motoras y correlacionarlo con el
tiempo de conduccidn de vias sensitivo-motoras de integracidn interhemisférica.

3. Correlacionar la magnitud de la actividad electromiografica en “espejo” con el dafio

anatomico de vias comisurales cuantificado por estudios de RMN.
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V. Métodos
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1. Generalidades

Los estudios que han dado lugar a la presente tesis han sido desarrollados en el
contexto de un Proyecto de Investigacién para profundizar en el conocimiento del control
motor de pacientes con EM, utilizando neuroimagen y neurofisiologia (registro nimero 4141).
Todos los estudios tuvieron un formato de corte transversal y se realizaron en un grupo de 21
pacientes con EM que estuvieron de acuerdo en participar de forma voluntaria en los
experimentos. Los pacientes estaban siendo seguidos regularmente por el Servicio de
Neurologia del Hospital Clinic de Barcelona y presentaban la forma recurrente-remitente de la
enfermedad. Los participantes fueron reclutados de manera prospectiva consecutivamente si
cumplian con los criterios de inclusion: diagndstico confirmado de EMRR por criterios de
McDonald (Polman y cols., 2011), ser ambulatorios, tener una puntuacidn baja a moderada en
la Expanded Disability Status Scale (EDSS < 6.0; Kutzke, 1983), estar bajo terapia
inmunomoduladora estable y libre de recaidas y/o brotes durante el mes previo al
reclutamiento. Ademas, se examinaron 12 voluntarios sanos equiparados en edad y sexo con
el grupo de pacientes, que fueron utilizados como grupo control. Todos los participantes
firmaron un consentimiento informado. Los participantes fueron sometidos a una bateria de
estudios neurofisioldgicos en varias sesiones en diferentes dias para cada uno de los
protocolos experimentales, segin los criterios de inclusién de cada estudio en particular.
Conjuntamente al protocolo experimental, se han efectuado pruebas complementarias
electrofisiologicas (PESS y PEM) y de neuroimagen (RMN) cuyos hallazgos se han
correlacionado con los datos experimentales.

Durante el periodo de realizacion de esta tesis doctoral, el doctorando se ha
involucrado directamente en la realizacién de las técnicas neurofisioldgicas que han sido
aplicadas, asi como en el andlisis de los resultados que de ellas se han obtenido. Un aspecto
fundamental en el estudio de correlacién neurofisiolégica-neuroimagen ha sido el analisis de
los datos obtenidos en la RMN de encéfalo de 3 Teslas que se ha usado en los trabajos 1y 3. En
el trabajo 1 se ha evaluado cuantitativamente el volumen (en pacientes y voluntarios sanos) y
carga lesional (solamente en pacientes) de manera segmentada de las estructuras
supratentoriales (hemisferios cerebrales y cuerpo calloso por separado) y del tronco del
encéfalo (Desikan y cols., 2006), utilizando las aplicaciones informaticas FSL y Freesurfer.
Adicionalmente en el Trabajo 3, hemos utilizado mediciones de difusividad por tensor de
imagen (DTI) para el andlisis microestructural del cuerpo calloso y el tronco-encéfalo,
obteniéndose los siguientes pardmetros: anisotropia fraccional (FA), difusividad media, radial y

axial (MD, RD, AD). Por ello, para la realizacién de los estudios que han llevado a la preparacion
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de esta tesis, el doctorando ha debido aprender las bases metodolédgicas fundamentales y
practicas del estudio en técnicas avanzadas de RMN previamente mencionadas, y que han sido
ejecutadas por un experto en estas técnicas (Eloy Martinez-Heras).

A continuacion detallaremos las bases técnicas de cada uno de los estudios realizados,
mientras que en la seccién de Métodos de cada manuscrito se encuentran descritas las

caracteristicas metodoldgicas utilizadas especificamente para cada paradigma experimental.

2. Especificaciones técnicas de los estudios neurofisioldgicos
2.1 Excitabilidad de los reflejos tronco-encefdlicos

Reflejo de parpadeo por estimulo tnico y cociente R2c/R2. Se examina con registro
electromiografico de superficie (filtros 20 — 2000 Hz) con electrodo activo colocado sobre el
parpado inferior del musculo OOc y electrodo de referencia colocado en el canto externo de la
orbita, en ambos lados de la cara. El reflejo de parpadeo se obtiene sea por estimulacién del
nervio trigémino, aplicada sobre la escotadura supraorbitaria (lugar por donde transcurre la
rama oftalmica del V nervio craneano), como por estimulacion del nervio mediano, aplicada
sobre el recorrido del nervio a nivel de la mufeca. Para la estimulacién trigeminal, se utiliza un
pulso eléctrico de configuracion cuadrada de 0.2 ms de duracion y de intensidad sobre 4 veces
el umbral de percepcidn, a una frecuencia no superior a 0.1 Hz para evitar la habituacién de las
respuestas obtenidas por estimulacién repetida. Para la estimulacidon periférica, el pulso
eléctrico se aplica sin previo aviso a una intensidad suficiente para provocar una ligera
sacudida de la musculatura tenar (Ledn y cols., 2011). Se estudian los parametros de latencias
inicial y amplitud o area de las respuestas ipsilaterales y bilaterales, obtenidas por
estimulacién de ambos lados del rostro. Finalmente se calcula el cociente R2¢c/R2 obtenido por
estimulacién unilateral a cada lado por separado (Kimura y cols., 1975; Dengler y cols., 1982;
Manca y cols., 2001). De esta manera, de las respuestas R2 registradas en el lado derecho (R2)
e izquierdo (R2c) por estimulacion derecha calculamos el cociente R2¢c/R2 del lado derecho, y

viveversa.

Reflejo de parpadeo por estimulacion pareada (BRER). Esta técnica utiliza la misma
metodologia de registro como de parametros de estimulacion que la estimulacién Unica del
nervio trigémino (Kimura, 1973). Se aplican dos pulsos sobre el recorrido de la rama oftalmica
del nervio trigémino (nervio supraorbitario) separados por un intervalo de tiempo conocido (a
intervalos entre 100 y 600 ms) con un tiempo de barrido de sefial de 1 segundo. Se estudia la

proporcién del area entre las respuestas R2 ipsilaterales obtenidas por la estimulacion
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pareada, segln descrito ampliamente en la descripcidn de las técnicas neurofisioldgicas en la

Introduccion.

Inhibicion del reflejo de parpadeo por un prepulso sensitivo (BRIP). El prepulso se aplica en el
dedo indice con unas anillas de estimulacién bipolar. Este consiste en un pulso eléctrico
cuadrado de 0.2 ms de una intensidad menor a 2 veces el umbral sensorial, incapaz de generar
por si solo una respuesta, que se aplica a un intervalo de tiempo 100 ms antes del pulso
aplicado en territorio trigeminal (Ison y cols., 1990; Valls-Solé y cols., 1999). Se estudia la
proporcién del area de la respuesta R2 ipsilateral obtenida sin y con la aplicacidn del prepulso.
De esta manera, las medidas neurofisioldgicas estudiadas han involucrado: los reflejos de
parpadeo trigeminal y somatosensorial por estimulacidn eléctrica del nervio supraorbitario y
del nervio mediano bilateralmente; la curva de recuperacién de la excitabilidad del reflejo de
parpadeo trigeminal bilateralmente por estimulacién pareada del nervio supraorbitario en
ambos lados de la cara a intervalos de tiempo variable (cada 100 ms) entre 100 y 600 ms; y la
inhibicién del reflejo de parpadeo trigeminal por aplicacién de un prepulso sensitivo en el

nervio mediano, como una medida secundaria de excitabilidad del tronco del encéfalo.

En resumen, los datos obtenidos en esta condicidén experimental del estudio han sido:
a. Latencia y amplitud de la respuesta R1, para cada lado;
b. Latencia y drea de las respuestas R2 y R2c, para cada lado;
c. Diferencia entre lados de la amplitud de la respuesta R1;
d. Diferencia entre lados del area de las respuestas R2 y R2c;
e. Latencia y drea del SBR, para cada lado;
f. Diferencia entre lados del area de SBR;
g. Cociente del area R2c/R2, calculado para cada lado;
h. BRER index, correspondiente a la sumatoria del porcentaje de recuperacion del R2 a cada
intervalo entre 100 y 600ms, para cada lado;
i. Diferencia entre lados del BRER index;
j. Porcentaje de BRIP, para cada lado;

k. Diferencia entre lados del porcentaje de BRIP.
2.2 Conduccion central de las vias comisural inter-hemisférica, motora y somato-sensorial

Estimulacion magnética transcraneal (EMT). El registro de los PEM se obtiene con electrodo
activo de superficie colocado sobre el musculo primer inter-6seo dorsal (FDI) y electrodo de
referencia en la falange proximal del dedo indice, de la mano contralateral al hemisferio de

aplicacion de la EMT. Para la estimulacion de la corteza motora primaria, se utiliza una bobina
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en forma de “8” o “mariposa” conectada a un estimulador magnético, que permite estimular
focalmente areas especificas del homunculo motor (Barker y cols., 1985). Primero se localiza el
punto de maxima representacion cortical de la musculatura registrada (hotspot motor) y se
calcula el umbral motor de reposo, definido como la menor intensidad necesaria para obtener
PEM de amplitud minima de 50 uV en al menos el 50% de los ensayos (Kobayashi y Pascual-
Leone, 2003). A continuacidn, se obtiene el PEM aplicando un pulso magnético de una
intensidad 1.2 veces superior al umbral motor de reposo calculado. Se estudia la latencia inicial
del PEM. Adicionalmente para la realizacidn de esta tesis doctoral, se ha examinado el periodo
de silencio o cese de la actividad electromiografica en musculatura apendicular (FDI) por EMT
de la corteza motora primaria ipsilateral, conocido como iSP. El iSP se obtiene aplicando el
pulso magnético sobre el hotspot motor durante la preactivacion de la musculatura del FDI
ipsilateral a un 20% de la maxima contraccidn. La latencia inicial del iSP representa el tiempo
de conduccién necesario requerido para que la volea de activacidon (obtenida por el pulso
magnético) sea transferida al hemisferio contralateral a través de vias inter-hemisféricas
comisurales e inhiba la via cortico-espinal contralateral y la consiguiente actividad
electromiografica en FDI (Meyer y cols., 1995). De la latencia del iSP se estima el tiempo de
conduccién transcalloso, por sustraccidon del tiempo de conduccién de la via cortico-espinal

(tiempo transcalloso = latencia iSP — latencia PEM contralateral).

Potenciales evocados somato-sensitivos (PESS). Los sujetos son examinados en posicién de
decubito en estado de vigilia y de maxima relajacidon, con los ojos abiertos. Se colocan
electrodos de registro electroencefalografico sobre el cuero cabelludo en dreas de
representacion de la corteza sensorial bilateralmente (C3’ y C4’) seglin convencién del sistema
10-20. Los PESS se obtienen por estimulacidon eléctrica del nervio mediano a nivel de la
mufieca a la intensidad minima necesaria para inducir un ligera contraccién de la musculatura
tenar (0.2 ms), a una frecuencia de estimulacion de 5 Hz (Cooper y cols., 2004). Los registros
libres de artefactos de la aplicacién de 500 estimulos eléctricos son promediados, repitiéndose
en una oportunidad en busca de respuestas reproducibles. Se analiza la latencia al pico de las

respuestas electroencefalograficas N19 y P22.

En resumen, los datos obtenidos en esta condicidén experimental del estudio han sido:
a. Latencia del PEM, por EMT de cada lado;
b. Latencia inicial y duracidon del iSP, por EMT de cada lado;
c. Tiempo de conduccion inter-hemisférico o transcalloso;

d. Latencia al pico de los componentes N19 y P22 del PESS, para cada lado.
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2.3 Preparacion motora, excitabilidad subcortical y actividad sincinética.

Paradigma de tiempo de reaccion “cruzado”. En un ambiente controlado en posicion sentada,
los antebrazos de los sujetos de estudio se fijan sobre una plataforma en posicion de
pronacion, quedando la articulacidon de la mufieca libre para poder realizar movimientos de
flexo-extension a solicitud del experimentador (Fig.9). La sefial imperativa consiste en un
impulso eléctrico cuadrado (0.2 ms de duraciéon) aplicado en el dedo indice de la mano a una
intensidad supraumbral submaximal. La instruccién que se da al sujeto es que reaccione lo mas
rapido posible con un movimiento Unico de extensién de la muieca de tipo balistico. El tiempo
de reaccidn se mide con registro electromiografico de superficie por medio de electrodos
colocados sobre los musculos extensores de la mufieca. El registro también se obtiene del
miembro contralateral a fin de evaluar la posible actividad sincinética en musculatura
homdloga. En el registro del miembro donde se aplica el estimulo eléctrico también se
cuantifica la posible actividad electromiografica correspondiente a la generada por un reflejo
cutaneo-muscular (CMR, de cutaneomuscular reflex). Los participantes son sometidos a dos
condiciones experimentales: paradigma “no cruzado”, en el cual el sujeto debe reaccionar con
el mismo antebrazo donde se aplica la sefial imperativa (reaccion ipsilateral), y paradigma
“cruzado”, en el cual el sujeto debe reaccionar con el antebrazo opuesto donde se aplica la
sefial imperativa (reaccién contralateral; Fig.9). El uso del paradigma de tiempo de reaccién
“cruzado” (Schieppati y cols., 1984) se utiliza con el fin de investigar la contribucién de las
fibras comisurales en la transferencia de informacidn sensitivo-motora y en el estudio de la
inhibicién inter-hemisférica entre haces cortico-espinales homdlogos durante la ejecucién de

movimientos balisticos unimanuales.

Sobresalto auditivo y efecto StartReact. El grado de excitabilidad de los circuitos subcorticales
durante la preparacion motora del paradigma de tiempo de reaccién simple se estima
mediante el estudio del efecto StartReact (Valls-Solé y cols., 1995, 1998; Siegmund y cols.,
2001; Carlsen y cols., 2004a,b), el cual se consigue aplicando (aleatoriamente en un 25% de los
ensayos) un estimulo auditivo de alta intensidad capaz de generar una reaccion de sobresalto
(EAS), en forma simultanea a la aplicacién de la sefial imperativa. El estimulo auditivo se logra
facilmente descargando el estimulador magnético con la bobina colocada sobre una
plataforma metdlica. La reaccién de sobresalto se confirma con registro simultaneo de la
actividad electromiografica de superficie en OOc y en el musculo esternocleidomastoideo

(SCM).
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En resumen, los datos obtenidos en esta situacidén experimental han sido:
a. Tiempo de reaccién, medido desde el momento de la aplicacidon del estimulo senosrial hasta
el inicio de la actividad electromiografica, considerandose sea el valor medio de todos los
ensayos como el valor mas corto de entre todos los ensayos, separadamente para la condicion
basal vs EAS y para la condicion cruzado vs no cruzado;
b. Diferencia en el tiempo de reaccién entre condiciones cruzado y no cruzado, para la
condicion basal;
c. Latencia de la reaccion de sobresalto en OOc y en SCM, para la condicidn EAS;
d. Efecto StartReact, estimado como el porcentaje de acortamiento del tiempo de reaccién en
la condicién EAS con respecto a la condicién basal, considerandose sea el valor medio de todos
los ensayos como el valor mas corto de entre todos los ensayos, separadamente para la
condicion cruzado vs no cruzado;
e. Latencia y area de la actividad electromiografica en espejo (MEMG, del inglés mirror
electromyographic activity), para el lado contralateral a la reaccion;
f. Persistencia de la mEMG, expresada como el porcentaje de las veces en que se observo la
actividad con respecto al total de ensayos;
g. Latencia y drea del CMR, para el lado de aplicacién de la sefial sensorial;
h. Persistencia del CMR, expresada como el porcentaje de las veces en que se observo la
actividad con respecto al total de ensayos;

i. Diferencia entre el tiempo de reaccion y la latencia de la mEMG, para la condiciéon cruzado.
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VI. Resultados
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Abstract

Brain lesions in patients with multiple sclerosis may lead to abnormal excitability of brainstem reflex circuits because of

, impairment of descending control pathways. We hypothesized that such abnormality should show in the analysis of blink
reflex responses in the form of asymmetries in response size. The study was done in 20 patients with relapsing-remitting
multiple sclerosis and 12 matched healthy subjects. We identified first patients with latency abnormalities (AbLat). Then, we
analyzed response size by calculating the R2¢/R2 ratio to stimulation of either side and the mean area of the R2 responses
obtained in the same side. Patients with significantly larger response size with respect to healthy subjects In at least one
side were considered to have abnormal response excitability (AbEx). We also examined the blink reflex excitability recovery
(BRER) and prepulse inhibition (BRIP) of either side in search for additional indices of asymmetry in response excitability.
Neurophysiological data were correlated with MRI-determined brain lesion-load and volume. Eight patients were identifled
as AbLat (median Expanded Disability Status Scale-EDSS =2.75) and 7 of them had ponto-medullary lesions. Nine patients
were identified as AbEx (EDSS=1.5) and only 2 of them, who also were AbLat, had ponto-medullary lesions. In AbEx
patients, the abnormalities in response size were confined to one side, with a similar tendency in most variables
(significantly asymmetric R1 amplitude, BRER index and BRIP percentage). AbEx patients had asymmetric distribution of
hemispheral lesions, in contrast with the symmetric pattern observed in AbLat. The brainstem lesion load was significantly
lower in AbEx than in AbLat patients (p =0.04). Asymmetric abnormalities in blink reflex response excitability in patients
with multiple sclerosis are associated with lesser disability and lower tissue loss than abnormalities in response latency.
Testing response excitability could provide a reliable neurophysiological index of dysfunction in early stages of multiple
sclerosis.
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input and, therefore, permits the assessment of non-trigeminal
brainstem circuits that end up activating facial motoneurons [30].
The prevalence of TBR abnormalities in patients with multiple
sclerosis varied between 26% and 78% in the pre-MRI era
[31,32,33,34], and ranged from 40% [35] to 91% [36] in the few
studies performed in correlation with MRI data. However these
observations were always based on assessment of response latency,

Introduction

Although the available criteria for the diagnosis of multiple
sclerosis do not require neurophysiological testing [1], many
aspects of the disease can be shown mainly or solely using
neurophysiological studies [2,3,4,5,6,7,8,9,10]. This is the case, for
instance, with some forms of hyperactivity, such as the well-known

facial myokymic discharges likely due to ectopic generation of
activity in demyelinating perinuclear lesions [11,12] and other
neurophysiological manifestations of altered excitability in brain,
brainstem or spinal cord [13,14,15]. Altered excitability may be
due to focal axonal damage or to alterations in the descending
inhibitory control. ‘The latter may be reflected in the analysis of
brainstem reflex circuits, known to be susceptible to dysfunctions
in supranuclear structures such as in the basal ganglia [16,17,18]
or in the cerebral cortex [19,20,21].

The most common brainstem reflex is the trigeminal blink reflex
(TBR), mediated by trigemino-facial ponto-medullary-circuits
[22,23,24,25,26,27]. Median nerve electrical shocks can also
induce blink reflexes [28,29], ie., the somatosensory blink reflex
(SBR), which afferent circuit is different from that of the trigeminal
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while the relevance of abnormalities in response size has not been
studied so far.

The size of a reflex response is derived from the number of
motoneurons activated after synaptic input. Therefore, once other
variables are controlled, response size would reflect the level of
motoneuronal excitability. In the case of the TBR, the fact that the
orbicularis oculi (OOc) responses are generated in both sides to a
unilateral stimulus helps in the assessment of asymmetries in the
modulatory control. The R2 ipsilateral to the stimulation side is
usually larger than the contralateral (R2c) response, i.e., the R2c/
R2 ratio is lower than 1 [37,38,39,40]. Therefore, the finding of
the opposite pattern, i.e., that the R2c is larger than the R2 (R2c/
R2 ratio larger than 1), may indicate, in the appropriate context,
an enhancement of motoneuron excitability in the side where the
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larger R2c response is recorded [41]. Other forms of reflex
excitability assessment are the blink reflex excitability recovery
(BRER), examined by using pairs of stimuli at variable inter-
sumuli intervals [42,43], and the blink reflex inhibition by a
prepulse (BRIP), examined by measuring the inhibition caused in
the R2 response of the TBR by a conditioning low intensity
stimulus of any sensory modality [44,45,18,46]. Abnormal BRER
is usually indicative of altered excitability in trigemino-facial
interneurons [47,48,40], whereas an abnormality in BRIP should
indicate lack of inhibitory control of sensory inputs in subcortical
circuits [49,50,18,51].

We hypothesized that patients with multiple sclerosis should
present with an abnormal brainstem reflex excitability due to
deranged modulatory influences from supranuclear centers, and
that because of the often random distribution of brain lesions, such
excitability abnormalities will likely be asymmetric. Therefore, we
applied a battery of tests to measure excitability of OQOc reflex
circuits of either side in a homogeneous cohort of patients with
relapsing-remitting multiple sclerosis and examined the possible
correlation of such dysfunction with MRI data.

Materials and Methods

The study was carried out in 20 patients with confirmed
diagnosis of relapsing-remitting multple sclerosis [1], who were
prospectively selected from the outpatient Clinic of the Hospital
Clinic of Barcelona. They were recruited for the study if they were
ambulatory, had low to moderate scores on the Expanded
Disability Status Scale (EDSS, 0 to 6.0) [52], were under stable
immunomodulatory treatment and relapse and steroid-free for at
least one month prior to inclusion. They were 12 women (57%),
and the majority were right-handed (18 patients, 86%). The mean
age of the group was 37+/-7 years (range from 27 to 53 years) and
their mean disease duration was 9.7 years (ranging from 2 to 21
years). We also studied 12 age and sex matched healthy subjects,
who served as the control group. Their mean age was 36+/-8
years, ranging from 26 to 52 years. Seven (58%) were women. Ten
(83%) were right-handed. The Clinical Research Ethics Commit-
tee of the Hospital Clinic of Barcelona approved the study and all
participants gave written informed consent.

All patients underwent a complete neurological exam, including
motor and sensory domains and paying special attention to
eventual disorders of cranial nerves. Data gathered included the
EDSS and Brainstem Function System to assess physical disability.

For the neurophysiological testing, subjects were lying relaxed
on an examination bed, in a quiet and dimly lit room at ambient
temperature. Healthy subjects and patients underwent the same
neurophysiological tests. All tests were done with either a
MYSTRO5Plus electromyography (Vickers Medical, Surrey,
UK) or a KeyPoint Net Electromyograph (Alpine Medical
Instruments, USA), set with the exact same parameters for
recording and stimulation. A brain and brainstem magnetic
resonance imaging study was done for a correlation between
neurophysiological abnormalities and neuroimage lesions.

TBR and SBR

We used surface silver/silver chloride 9-mm diameter recording
electrodes, attached over the OOc in both sides with active
electrode over the middle part of the lower eyelid and the
reference at the lateral cantus of the eye. To examine the TBR,
stimulating electrodes were attached over the supraorbital nerve,
the active at the supraorbital fossa and the reference 3 cm apart on
the frontal surface. The stimulus intensity was set to elicit a stable
R2, usually about 4-6 times the sensory perception threshold. The

PLOS ONE | www.plosone.org

Blink Reflex Excitability in MS

stimulus duration was 0.2 ms. Interstimuli intervals were at least
10- 20 seconds. The band pass frequency filter was set at 20
2000 Hz. We obtained 5 responses in both sides to unilateral
single stimuli applied to either side. To examine the SBR, a surface
bipolar stimulator was attached to the ventral aspect of the wrist
over the median nerve and single stimuli were applied without
warning, the stimulus intensity being high enough to induce a clear
twitch in the thenar muscles. OOc responses were obtained
ipsilaterally to the stimulus applied to either side.

Response latency was measured from stimulus artifact to onset.
Response size was measured as peak to peak amplitude for the R1
and as area for the R2, R2c and SBR. Area was measured in pV x
ms, using the automated system of the electromyograph. For the
TBR, data from each individual were averaged to obtain the mean
and SD values out of the 5 responses to each stimulus side. In the
case of the SBR, though, because of its fast habituation [30], only
the response to the first stimulus was used for measuring. In case of
absent responses, we did not introduce latency values while we
entered 0 for the area value.

BRER and BRIP

BRER was assessed by applying pairs of supraorbital nerve
stimuli (conditioning and test) of the same intensity as used for the
TBR, at intervals of 100, 200, 300, 400, 500 and 600 ms. Prepulse
inhibition was examined using electrical prepulses applied to the
index finger 100 ms before a supraorbital nerve electrical stimulus
[53,46]. The prepulse was a low intensity stimulus (usually less
than 2 times the sensory perception threshold), which was noticed
but unable to generate reflex responses on its own. Both, BRER
and BRIP were tested in three consecutive trials, Responses were
recorded from the OOc to ipsilateral stimuli in both sides. In
BRER, we measured the size of the R2 response to the test
stimulus as a percentage of the R2 response to the conditioning
stimulus and expressed this value as a function of the interstimulus
interval to build the excitability recovery curve. In BRIP, we
measured the area of the R2 response in trials with prepulse and
expressed its value in percentage of the mean R2 area obtained in
trials without prepulse.

Neurophysiological data analysis

We first analyzed the blink reflex data on response latency to
identify patients that could show coincidental MRI focal lesions
affecting the brainstem pathways involved in these responses. After
that, we analyzed the blink reflex data on response size to test the
hypothesized abnormalities in brainstem reflex excitability.

Response latency. To establish whether or not unilateral
response latency values for R1, R2, R2c and SBR were abnormal,
we used reference normative values obtained from our healthy
subjects, which did not differ from those previously published
elsewhere from our own laboratory [54,30]. For the TBR, the
reference values were 12.8 ms for R1, 38 ms for R2 and 40 ms for
R2c. We also considered abnormal inter-side differences larger
than 1.5 ms for Rl and 5 ms for R2, as well as a difference
between R2 and R2c larger than 8 ms. For the SBR, we only
considered that the patient had an abnormal SBR when latencies
were beyond the cut-off value for healthy subjects (66.7 ms) [30],
or when the response was consistently absent in one side and
present in the other. Patients who fulfilled any of the above criteria
were identified as the group of patients with abnormalities in blink
reflex response latency (AbLat), to differentiate them from patients
with no latency abnormalities (no-AbLat). AbLat patients were
further analyzed in accordance to the pre-defined patterns
described by Aramideh et al. [55]: An afferent pattern was
considered when a delayed latency or an absent response of both
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R2 and R2c was found to unilateral stimulation. An efferent
pattern was considered when a delayed or absent R2 response was
present in one side to stimulation of either side. A commisural
pattern was considered when the R2c was significantly delayed or
absent, with normal R2 responses. Finally, a mixed pattern was
defined when any of the above conditions were combined or a
significant delay was found only in the R1.

Response size and excitability tests. For the analysis of the
OOc response size, we first calculated the R2¢/R2 ratio by
dividing the response area of the R2c by that of the R2 to
unilateral stimuli for either side. Therefore, we obtained the R2¢c/
R2 ratio for right and left sides in each subject. We also averaged
the values of the R2 area obtained in the same OOc muscle by
stimulation of either side, i.e., the value of the R2 response
obtained to ipsilateral stimulation was averaged with the value of
the R2c response obtained to contralateral stimulation. The inter-
side differences for both, the R2c¢/R2 ratio and the R2 area, were
calculated in each subject. Data from healthy subjects were used to
determine the cut-off reference values (mean+/-2 SD) for the
absolute values and the inter-side differences in the two measures
of OOc response size.

We considered that patients who exceeded the normal cut-off
limits, coinciding in the same side for both measures of response
size, had abnormally enhanced blink reflex excitability in that side
(AbLx). These were differentiated from the patients with no
significant increase in OOc response size (no-AbLx). From the
analysis of inter-side differences, we determined that the side with
larger OOc response size had a relative excitability enhancement
with respect to the side with smaller response size. Figure | shows
an example of asymmetric OQOc response size, compatible with a
unilateral enhancement of excitability in the left side, taken from a
representative patient,

In addition, we characterized further the abnormality by
measuring the response size and the inter-side difference for the
data gathered from the R1 and the SBR. Since the R1 and the
SBR engage the activation of facial motoneurons by inputs from
different sources, we considered that larger responses in the side
with larger R2c would suggest a relevant contribution of enhanced
motoneuronal excitability to the asymmetry in response size seen
in AbEx patients.

We examined BRER separately by side in search for possible
asymmetries in trigemino-facial reflex excitability. Then, we
examined the possible correlation between the findings on BRER
and the asymmetries in response size to determine whether there
was a unilateral increase or decrease on brainstem excitability. For
individual categorization of abnormalities, we considered abnor-
mal the presence of a response ta the test stimulus larger than 30%
of the response to the conditioning stimulus at intervals of 300 ms
or shorter [42,67]. To simplify the data analysis in a single value
suitable for group comparison, we just added up the percentage
recovery at each interval for each subject to obtain the BRER
index. We calculated the mean BRER index for each stimulation
side for healthy subjects and patients. We considered that a BRER
index abnormally larger in the side of the larger OOc response
would mean that there was a relevant contribution of brainstem
interneuronal excitability enhancement to the asymmetric re-
sponse size seen in AbEx patients.

For BRIP, we also calculated the percentage inhibition
separately for each side to evaluate somatosensory modulation of
blink reflex excitability. We considered that an abnormally smaller
BRIP percentage in the side of the larger OOc response would
suggest a relevant contribution of an abnormal inhibitory effect of
somatosensory inputs to account for the asymmetric response size
seen in AbEx patients.
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MRI protocol and image analysis

A 3T Siemens Trio MRI scanner (Erlangen, Germany), with a
32 channel head coil, was used to obtain the following sequences:
a) A 3D Tl-weighted MPRAGE (Magnetization Prepared Rapid
Acquisition Gradient Echo) sequence: Repetition Time (TR):
2050 ms, Echo Time (TE): 2.4 ms, Inversion recovery time (T):
1050 ms, Flip angle: 9°, FOV: 220 mm. b) T2-weighted sequence
are usually only viable option in 2D mode (3 mm slice of
thickness), TR: 3200 ms, TE: 105 ms, Flip angle: 135 ¢, FOV:
250 mm and ¢) Sagittal 3D-FLAIR sequence with the same
resolution of 3D T1-MPRAGE, TR:5000 ms, TE: 396 ms, TI:
1800 ms, FOV: 220 mm. In patients, a careful visual examination
of the brainstem in all the sequences was performed to identify
lesions in midbrain and particularly in the ponto-medullary area
by a neurologist (SL) blinded to the results of the neurophysio-
logical tests.

Individual white matter lesion masks were generated manually
on the 3D T1-MPRAGE sequence using [TK-SNAP and the
whole-brain lesion volume was obtained for each patient. The
volumetric segmentation of supratentorial tissue and brainstem
was performed on the T1-MPRAGE data sets using the Freesurfer
image analysis suite (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/). In
patients, lesion refilling was used to avoid misclassification of
white matter lesions and all the images were checked for errors
and edited manually when necessary after the automatic
segmentation processes. The complete topography of supratento-
nial tissue included all brain except cerebellum and brainstem, and
the volume of each region was calculated and normalized for the
intracranial volume. The supratentorial brain volume was
obtained separately for each hemisphere, and we also obtained
the whole brainstem volume. Subsequently, the volume of lesions
in each side of the supratentorial tissue and in the brainstem was
defined incorporating the lesion masks.

On the basis of supratentorial and brainstem lesion load and its
distribution, a lesion probability map was created for each
subgroup of patients. To do so, the lesion masks from each
patient were normalized to the standard space using the FMRIB
non-linear registration tool in FSL (Analysis Group, FMRIB,
Oxford, UK). In the lesion probability map each voxel value can
be thought of as an estimate of the probability that any subject of
that subgroup has a lesion at that location.

Statistical analysis

From the analysis of data, patients were separated in AbLat and
no-AbLat, according to response latency, and in AbEx and no-
AbEx, according to response size, for correlation with MRI
findings. Parametric data were analyzed with one-way ANOVA.
The 2X2 correlation test was used to examine differences in data
distribution. Spearman’s test was employed for correlations.
Statistical significance was set on $<0.05. The Bonferroni’s
correction was used when necessary.

Results

The median EDSS of the patients was 2.0 (range between 0 and
5.5), while the median on the Brainstem Funcional System score
was 0.5 (range between 0 and 3.0). Eight patients (40%) had a past
history of attacks affecting the trigeminal or facial nerves (Table 1).
Neurological signs or symptoms of brainstem involvement were
present in 4 patients (patient 1 with facial hypoesthesia, patient 5
with facial weakness, and patients 12 and 20 with facial
myokymia). Myokymia was also present in patient 4, with no
previous clinical history.
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Figure 1. Blink reflexes in a multiple sclerosis patient showing a unilateral enhancement of excitability (AbEx). Recordings from
bilateral orbicularis oculi (0Oc; R=right and L = left) of the trigeminal (TBR) and the somatosensory blink reflexes (SBR). The graphs at the top of the
figure (TBR) show both unilateral/early response (R1), and bilateral/late responses (R2 and R2c), to stimulation of the supraorbital nerve (SON) of
either side (two traces are superimposed). The graphs at the bottom of the figure (SBR) show ipsilateral OOc responses to median nerve stimuli. The
recordings of a healthy subject (A) are shown in the left side of the figure, and those corresponding to a representative patient with enhanced R2¢/R2
ratio (AbEx, B) are shown in the right side. Note that the R2c is larger than the R2 to stimulation of the right SON in the patient but not in the healthy
subject, i.e,, the R2¢c/R2 ratio is below 1 in the healthy subject and above 1 in the patient. Note also the similar size of the SBR in responses of both
sides in the healthy subject and the clear inter-side difference in the patient, who had a larger response in the left side (coincident asymmetry with
the R2c/R2 ratio). Coincident enhanced unilateral OOc responses from both trigeminal and median nerve stimulation suggest left facial

motoneuronal excitability enhancement.
doi:10.1371/journal.pone.0103897.g001

Response latency

Mean values for response latency obtained after pooling
together all patients were within normal limits for the TBR
(R1=125+/—2.5 ms; R2=35.5+/—49ms, R2c=37.2+/—
5.1 ms) and for the SBR (55.6+/—8.7 ms). However, the analysis
of individual TBR responses identified 8 AbLat and 12 no-AbLat
patients, as listed in Table 1. Four patients had an afferent pattern,
| had an efferent pattern, 1 had a commissural pattern and 2 had
a mixed pattern. The SBR was delayed in three patients. The
delay was limited to the left side in patient number 1, who had a
left side efferent pattern in the TBR. It was bilateral in patient
number 10, who had a left side afferent pattern, and patient
number 13, who had a mixed pattern. The SBR was absent in 2
AbLat and in 2 no-AbLat patients. Four of the 8 AbLat patients
have had previous attacks involving the trigemino-facial area
(patients 1, 3, 5 and 16) and clinical signs remained in 2 of them
(patients 1 and 5).

The brain MRI showed brainstem lesions in all patients with
AbLat, with hyperintense lesions on the T2-weighted sequence in
the ponto-medullary area in 7 and in the midbrain in 7 patients as
well (6 patients had lesions in both sites). The frequency of MRI
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lesions in the ponto-medullary area was significantly higher in
AbLat patients (7 out of 8 patients; 87.5%) than in no-AbLat
patients (3 out of 12 patients; 25%) (chi square, %% p=0.006).
Figure 2 shows neurophysiological recordings from patient num-
ber 13, who had a mixed pattern of abnormalities, and an MRI
showing bilateral brainstem lesions located mainly in the pons
tegmentum.

Response size and excitability tests

R2c/R2 ratio and R2 area. The overall mean value of the
R2c/R2 ratio was not significantly different between healthy
subjects (0.815+/—0.093) and patients (0.809+/—0.302; ANOVA,
F[1,30]=0.005, p=0.947). No differences were either found
between both groups for the overall R2 area mean value
(4707.14/ —2864.3 uV x ms for healthy subjects and 5285.4+/—
2767.2 uV x ms for patients; F[1,30] =0.638, p =0.427).

Figure 3 shows the values for the R2¢c/R2 ratio and for the R2
area calculated on either side of patients and healthy subjects. In
the great majority of healthy subjects (91.7%), a unilateral stimulus
gave rise to a larger R2 than R2c response (R2c/R2 ratio lower
than 1). No patient had a bilateral enhancement of the R2¢/R2
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ratio. In 9 patients, the R2¢/R2 ratio exceeded the normal upper
cut-off in one side (e.g. Fig.lB), showing larger inter-side
differences than healthy subjects (Fig. 3B). Two of these 9 patients
had also delayed OOc latencies (marked with an asterisk in the
same figure).

Only two patients had a R2 area mean value exceeding the
normal upper cut-off for one side only, while a significant increase
in R2 area inter-side difference was found in 8 patients (Fig. 3D).
Taking together the abnormalities in the R2¢/R2 ratio and the R2
area, 9 out of 20 patients (45%) fulfilled the criteria for AbEx (all of
them having an enhancement of the R2c¢/R2 ratia). From the
remaining 11 no-AbEx patients, 2 exceeded the cut-off values only
in one parameter (both being AbLat) and the other 9 patients had
no abnormalities in the analysis of the response size.

R1 and SBR. Table 2 shows all data related to response size
gathered from healthy subjects and AbEx and no-AbEx patients.
The mean R1 amplitude values were not different for the three
groups of subjects (ANOVA,; F[2,29] =2.625, p =0.09). However,
there were significant differences in the mean RI1 inter-side
difference (F[2,29] =5.507, p=0.01), which was found larger in
AbEx patients than in healthy subjects in the post-hoc analyses
(p=0.008). In patients with AbEx, the Rl amplitude was
statistically significandy larger in the side with larger OOc
responses than in the contralateral side (paired t-test, #=0.001).
An inter-side difference value beyond the cut-off limits from
healthy subjects was abserved in 5 AbEx patients coinciding with
the side of larger OOc response size.

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 1. Clinical, neurcimage and neurophysiological signs of brainstem involvement in all study patients.
case® Facial symptoms/signs Brainstem MRI Blink reflex (latency)
. Past episodes Current complaints Lesion site TBR SBR
1 facial hyposthesia (R) hyposthesia (R) midbrain; pons; medulla efferent (L)° delayed (L)
2 none none pons; medulla normal normal
3 facial hyposthesia (L) none midbrain afferent (L)° normal
4 none . - myokymia (R) " midbrain ~ normal | " normal
5 facial weakness (R) mild paresis (R) midbrain; pons; medulla commisural (R)® normal
6 facial weakness (R) none midbrain normal absent (B)
7 none none none normal normal
8 ' none none -midbrain; pons; medulla afferent (R)® . absent (B)
9 faclal hyposthesia (L) none none normal normal
10 none none midbrain; pons; medulla © afferent (L)° delayed (B)
LA none none midbrain normal normal
12 facial weakness (L) myokymia (L} none normal = normal
13 none none pons; medulla mixed (B)° . delayed (B)
14 none none. none - normal " normal
15 none none none normal normal .
16 facial hyposthesia (B) none midbrain; pons; medulla afferent (R)® normal
17 none none none normal normal
18 none none pons; medulla normal normal
19 nane none midbrain; pons; medulla mixed (B)° absent (B)
20 facial paresthesias (L) - myokymia (L) midbrain; pons; medulla normal | absent(8)
Abbreviations: TBR = trigeminal blink reflex; SBR = somatosensory blink reflex; R =right; L = left;
B = bilateral refer to the side of the involvement.
*Patient’s identification number (in alphabetical order).
Bpatients included in the AbLat group (see text for description of each TBR pattern),
doi:10.1371/journal.pone.0103897.t001

The SBR could not be elicited bilaterally in 2 out of the 12
healthy subjects (16.7%) and in 4 out of the 20 patients (20%), a
non-significant difference (x%, p=0.9). The mean value of SBR
area was not significantdy different among the three groups
(F[2,29] = 1.295; $=0.290). Similarly, the inter-side difference
was not significantly different among groups (F(2,29] =2.006;
p=0.153). However, we still compared the SBR area between
sides in the group of AbEx patients with a paired t-test, reaching
close to significance (p=0.063). An inter-side difference value
beyond the cut-off limits from healthy subjects was found in 5
AbEx patients and in 2 no-AbEx patients.

BRER and BRIP. Healthy subjects showed the expected
inhibition of the R2 to the test stimulus at short interstimuli
intervals, with a 4.4% (SD = 5.8%) recovery at the interval of 300
ms and 48.1% (SD = 20.1%) at the interval of 600 ms. There were
no differences among groups for the mean BRER index values
(Table 2; F[2,29] = 0.873, p = 0.429), although two AbEx patients
(number | and 6) showed enhanced BRER absolute values at the
interval of 300 ms. However, inter-side differences on the BRER
index fell beyond the cut-off reference values in 6 AbEx patients,
who had relative enhancement of the BRER in the side where the
OOc responses were larger. ANOVA showed a significant effect of
group on inter-side BRER index difference (¥[2,29]=8.536,
p=0.001), with significantly larger values in AbEx patients than in
no-AbEx patients or healthy subjects (post-hoc Bonferroni test,
p=0.002). Figure 4 shows an example of BRER differences in one
AbEx patient. Only one no-AbEx patient had an increase inter-
side difference in the BRER index (number 13).
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Figure 2. Trigeminal blink reflex and brainstem MRI of a patient with AbLat (n° 13). In A (left), orbicularis oculi {OOc) responses in both
sides (R=right and L = left) are recorded after bilateral supraorbital nerve stimulation (SON, R=right, L = left; two traces are superimposed). Vertical
dashed lines indicate the normal upper cut-off values for the latency of R1 and R2 responses and arrows indicate response onset. Note the delay in
response latency for R1 in both sides and for the R2 and R2c to L-SON stimulation while these responses could not be obtained to R-SON (mixed
pattern). In B (right), relevant MRI images from this patient are shown: coronal T1-MPRAGE (upper), axial FLAIR (lower left) and T2-weighted (lower

right) images show evidence for multiple bilateral lesions in the pons.
doi:10.1371/journal.pone.0103897.g002

The mean percentage BRIP was significantly different among
the three groups (F[2,29] =3.967, p = 0.030). The post-hoc analysis
showed significantly lower BRIP in AbEx patients than in healthy
subjects (p = 0.028), with no differences between healthy subjects
and no-AbEx patients. There were also significant differences in
inter-side BRIP values (#]2,29] =12.726, $#<<0.001), with a post-
hoc analysis showing significantly larger values in AbEx patients
than in healthy subjects and no-AbEx patients ($<0.001 for both
comparisons). The lower cut-off value calculated from data in
healthy subjects was 84.7%, which situated 10 patients out of the
normal range, 7 of them being AbEx (e.g. Fig. 4).

Summary of inter-side differences. Inter-side differences
coinciding with the asymmetry in the R2¢/R2 ratio were present
in 6 AbEx patients for R| amplitude or SBR area, in 6 patients for
BRER and in 5 patients for BRIP, Five AbEx patients had
abnormalities in indices of asymmetry in 3 or more variables in
addition to the enhanced R2¢/R2 ratio. Only 1 AbEx patient
(patient 19, who was also AbLat) had no abnormality other than
the enhancement of the R2¢/R2 ratio. The incidence of
abnormalities in indices of response size asymmetry was signifi-
cantly less in no-AbEx patients than in AbEx patients o,
£ =0.043).

Differences between AbLat and AbEx patients in clinical
and MRI findings

The median EDSS value for AbEx patients was lower than for
AbLat patients (1.5; range 0-3.0 vs. 2.75; range 0-5.5). These
differences were barely significant (ANOVA, F[1,13] =2.837,
$#=0.049). The Braistem Funcional System score did not differ
significantly between AbLat (median of 1.0, range 0-3.0) and

PLOS ONE | www.plosone.org

AbEx patients (median of 0, range 0 1.0; F[1,13]=3.318,
$=0.092). Clinical signs of facial hyperactivity were referred by
three patients (patients number 4, 12, and 20). Two of these
patients were AbEx (4, 12) and none was AbLat. They all
described tiny superficial periocular movements (i.e., myokymia)
that, in 2 of them, showed as motor unit action potentials and
bursts of interference pattern in surface EMG recordings.
Repetitive short bursts of action potentials, resembling a
myokymic discharge was indeed seen in patient number 9 who
was also AbEx (Fig. 4D).

In the MRI analysis, patients with AbLat had more frequent
brainstem lesions than patients with AbEx (Table 1, Fig. 5). The
two patients presenting with both, AbLat and AbEx (patients 1
and 19) showed ponto-medullary hyperintensity lesions, as did also
5 other AbLat patients while this was not the case in the remaining
7 AbEx patients. AbLat patients showed significantly higher
brainstem lesion load than AbEx patients (F[1,13]=5.402,
p=0.040). Other comparisons between the two groups on MRI
data did not reach statistical significance (Table 3). However, the
map representing the probability of lesion distribution at a
supratentorial level showed a diffuse and symmetric pattern in
AbLat patients and an asymmetrical distribution of lesions in
AbEx patients (Figure 3).

Discussion

The typical neurophysiological observation in patients with
multiple sclerosis is an altered conduction time in central sensory
or motor tracts. This is the case with the somatosensory, auditory
or visual evoked potentials, which may be delayed in correspon-
dence with the presence of demyelinating lesions along the
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Figure 3. Graphical representation of values for right and left side R2¢/R2 ratios (upper graphs) and mean R2 area (uV x s; lower
graphs) in healthy subjects and patients with multiple sclerosis. The individual values for right (R) and left (L) sides are tied by a line to
highlight the degree of between-sides asymmetry. Horizontal dashed lines indicate the normal upper cut-off values for both response size
parameters. Note that healthy subjects show relatively more symmetrically distributed values with respect to patients for both the R2c/R2 ratio and
the mean R2 area. A unilateral R2¢/R2 ratio value above 1 was observed in 9 patients (lines reaching above 1 in panel B). Only 2 AbLat patients had a
single value above 1 in the R2c/R2 ratio (marked with asterisks in B). Although no differences on the distribution of the mean R2 area values were
apparent between both groups (lower graphs), 8 patients had a significant increase in the inter-side difference which was coincident with a unilateral

enhancement on the R2c/R2 ratio (AbEx patients). These 8 subjects are identified in panel D because of their steeper slope in the inter-side.

doi:10.1371/journal.pone.0103897.g003

respective sensory paths [56,57,31,4,58]. We have indeed found a
delay in latency of the OOc reflex responses to trigeminal stimuli,
a finding already reported in the pre-MRI era [31,33,59,34],
which is likely to indicate focal lesions. However, the main finding
in our study is the observation of abnormalities in the excitability
of the trigemino-facial reflex circuits, an observation that has not
been previously reported in multiple sclerosis. It is known, though,
that a focal lesion in neural tissue may manifest in abnormal
function of distant circuits and a change in reflex excitability might
be a marker of such functional disorder [19,21]. There are only a

PLOS ONE | www.plosone.org

few published reports that show blink reflex abnormalities in
patients with multiple sclerosis attributed to lesions at supranuclear
level [36]. After our assessment of excitability in OOc responses,
we identified a particular subpopulation of patients with enhanced
excitability (AbEx) that, in comparison to patients with abnor-
malities in response latency (AbLat), were less disabled and had
lower tissue loss, suggesting that this abnormality take place at
earlier stages of the disease.
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Figure 4. Blink reflex excitability abnormalities and brain MRI in a representative AbEx patient (n° 9). In A, supratentorial
demyelinating lesions are identified (sagital FLAIR sequence, upper image) in absence of brainstem lesions (axial T2-weighted and sagital T1-MPRAGE
sequences, lower images). In the inserted figure (B), significant individual differences on BRER can be observed between the side with largest 0Oc
response size (AbEx side; first and third traces) and the contralateral side (normal side; second and forth traces) at the 600 (upper traces) and 300
miliseconds-ISIs (lower traces). In €, the BRIP was examined on both orbicularis oculi (OOc; R=right and L = left) to ipsilateral prepulses. Upper traces
show the R1 and R2 responses obtained to ipsilateral supraorbital nerve (SON) stimulus without a prepulse. In lower traces, normal inhibition of the
R2 response to a somatosensory prepulse delivered 100 ms before is only observed in the right side, but not in the left. In D, bilateral OOc surface
recording in the same subject showing myokymic discharges on the left side. The BRER curve of all AbEx patients (n=9) is also represented plotting
the mean value (plus standard error) of each paired-stimuli interval (ISI, in miliseconds) (B). Data from both normal and AbEx sides (see above) were
employed to build two curves. A higher mean value in the response’s recovery was obtained in the side with largest OOc response size, with respect

to the opposite side from 200 to 600 ms, with statistically significant differences in the 500 and 600-ISIs (marked with an asterisk, p<<0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0103897.9004

AbLat patients

From the analysis of response latency, we identified a subgroup
of 8 patients with delayed latency patterns (40% of patients in our
study). In most instances, the pattern of latency abnormalities was
afferent but other patterns were also found in single patients. Most
AbLat patients (87.5%) had evidence of MRI demyelinating
lesions affecting an area of the brainstem where the trigemino-
facial reflex circuit has been located [22]. The only patient in
whom there were no ponto-medullary lesions that could account
for the delay on the blink reflex, had still a brainstem lesion located
at the level of the midbrain. Similar frequencies of abnormal
latency patterns and MRI-correlation with lesions of ponto-
medullary localization in patients with multiple sclerosis have been
previously reported by other authors [60,61,35]. The good
correlation between MRI and neurophysiological findings points
to an impairment in the normal neural conduction time through
the TBR pathways caused directly by a lesion in some parts of the
reflex arc. Taking the MRI results as the gold standard, the finding
of latency abnormalities in the TBR would have an estimated
sensitivity of 70% (7 positive abnormalities in the blink reflex out
of 10 patients with positive MRI signs of ponto-medullary lesions)

PLOS ONE | www.plosone.org

and an estimated specificity of 90% (9 negative observations out of
10 patients with no MRI signs of ponto-medullary lesions).

AbEx patients

We considered that, apart from latency abnormalities, patients
with multiple sclerosis could have other manifestations of
dysfunction in their neurophysiological data. Indeed, we found
that 9 patients had abnormally asymmetric response size on the
TBR (mainly evidenced by examining the R2¢/R2 ratio), together
with corresponding asymmetries in other responses, indicating an
abnormal unilateral enhancement of reflex excitability. On the
basis of our results in various tests, we can suggest the most likely
mechanisms accounting for the altered excitability: In 6 patients,
the abnormality in the R2c/R2 ratio was accompanied by
abnormalities in R1 or SBR amplitude; in also 6 patients it was
accompanied by enhanced BRER index, and in 5 patients it was
accompanied by reduced BRIP percentage. These results suggest,
obviously, that more than one mechanism in each AbEx subject is
likely contributing to the enhanced R2¢/R2 ratio. The increase in
Rl or SBR amplitude suggests that enhancement in facial
motoneuronal excitability could be the cause of the asymmetric

August 2014 | Volume 9 | Issue 8 | 103897
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Figure 5. Lesion probability map in patients with AbLat (upper sequences) and AbEx (lower sequences). The distribution of lesions is
shown at a supratentorial and brainstem level (representative sequences). In the probability map each voxel value (colored from deep blue to green)
could be thought of as an estimate of the probability (from 0.0 to 0.4) that each subject of the subgroup had a lesion at that location. A different

pattern of lesion distribution can be clearly distinguished between both groups.

doi:10.1371/journal.pone.0103897.g005

enhancement of the R2c/R2 ratio. Similar observations were
reported in patients with hemifacial spasm who had either
enhanced R1 [40] or more prevalent SBR [62] in the side of
the spasm. The enhancement of BRER index indicates that lack of
inhibition in trigemino-facial interneurones could be contributing
to the asymmetric enhancement of the R2¢c/R2 ratio. A shift to the
left in the BRER curve, as in the side with larger R2 area in our
patients, has been reported in many supranuclear disorders such as
Parkinson’s disease [16,17,63,43], dystonia [64,65,66,67,48,68]
and others. An enhancement of BRER can also be observed as a
compensatory phenomenon occurring in the non-paretic side of
patients with unilateral facial weakness [69,70]. Reduced BRIP

abnormalities found on the TBR.

suggests lack of inhibitory control over sensory inputs as a
mechanism leading to asymmetric enhancement of the R2¢c/R2
ratio. Prepulse inhibition refers to the inhibition caused by a low
intensity stimulus of any modality that is unable to cause a
recordable response by itself but induces significant changes in the
response to a subsequent suprathreshold stimulus. Prepulse
inhibition has proven to be effective in startle and TBR responses
[53,71]. In BRIP, as it was examined in our study, the inhibitory
effect is seen on the R2 bilaterally when an inter-stimulus period
beyond 70 ms is used. This effect is believed to be mediated by a
circuit involving the pedunculopontine tegmental nucleus

Table 3. Data on brain volume and brain lesion-load MRI-acquired in patients with multiple sclerosis separated by the

MRI data All patients AblLat AbEx P value
' (n=20) (n=8) (n=7) AbLat vs. AbEx

Brain volume®
Total supratentorial (x10%) 13.49 (0.65) 13.11 (0.68) 13.77 (0.58) 0,087
Total brainstem (x10%) 2.64 (0.26) 2.57 (0.27) 2.82 (0.18) 0.074
Brain lesion-load® =
Total supratentorial (x10%) 6.22 (7.45) 9.31 (9.40) 2.29 (2.21) 0.103

T 275 (360) 426 479 0.85 (0.80) doions L

Left supratentorial 3.47 (3.96) 5.05 (4.71) 1.43 (1.43) 0.099

Total brainstem (x10%) 1.23 (1.28) 152(143) 0.15 (0.16) 0.040

AbEx = patients with enhanced R2¢/R2 ratio and no latency abnormalities.

to the individual brain size using a correction factor (VSCALING).
doi:10.1371/journal.pone.0103897.t003

PLOS ONE | www.plosone.org

Abbreviations: TBR =trigeminal blink reflex; AbLat = patients with delayed latencies on the TBR;

2all data regarding to volume and lesion-load (expressed as mean and SD values in mm?) were normalized
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[72,73,74]. As far as we know, this is the first report on BRIP in
patients with multiple sclerosis.

Clinical implications

We considered that an asymmetry in the control of reflex
excitability would be a likely feature of early stage multiple
sclerosis. Asymmetries in response size are also relatively easy to
detect in neurophysiological testing. This does not mean, though,
that patients not showing asymmetric excitability enhancement do
not have also an abnormal descending control of brainstem
reflexes. Simply, the neurophysiological exams that we carried out,
the ones with more acceptable clinical applicability, may not be
able to show subtle changes in excitability. Although an abnormal
asymmetry could, obviously, indicate decreased excitability in one
side or increased excitability in the opposite side, the fact that some
patients had features of facial hyperactivity in the form of
myokymia or facial spasms suggest that the abnormality was the
enhancement. Myokymia has been mostly attributed to pontine
perinuclear lesions [12] but segmental demyelination away from
the facial nucleus has also been demonstrated [75]. AbEx was
found in only 2 patients of the 8 patients in the AbLat group in
comparison to the 7 AbEx patients out of the 12 no-AbLat
patients. This does not mean, though, that AbLat patients were
less prone to have excitability disturbance. It is possible that lesions
located caudally in the reflex arc might mask the effects of more
rostral lesions of supranuclear localization in pathways that carry
inputs directed to the facial motoneurons, and thus, it could
explain the incapacity of neurophysiological studies on blink
reflexes to reveal more often asymmetries in AbLat patients.
Nevertheless, AbLat patients had significantly higher brainstem
lesion load and nearly significant higher hemispheral lesion load
and lower supratentorial and brainstem volumes than AbEx
patients, and in fact all these data fits well with the significant
higher EDSS score that we found in the former group of patients.

A limitation of this study is that our methods were focused on
assessment of asymmetric alterations of excitability. We obtained
indices of relative inter-side differences rather than absolute
measures of abnormality. We cannot determine if the asymmetry
found in excitability measures was due to an abnormal decrease in
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one side or an increase in the other side, although the presence of
signs of hyperactivity in a few patients suggests enhancement
rather than decrease. In any case, the novelty brought in by this
study regards the abnormality in various indices of asymmetry of
the OOc response size, which were larger in patients than in our
control group of healthy subjects.

Conclusions

Our results indicate that, in a number of multiple sclerosis
patients with no trigemino-facial conduction impairment, the
study of response size may show abnormalities in reflex
excitability, based on the evaluation of indices of asymmetry.
None of the patients with TBR excitability abnormalities showed
MRI evidence of lesions in the circuits known to mediate the TBR.
Instead, they had an asymmetrical distribution of the supraten-
torial lesions, and they represent a subgroup of less disabled
patients with lower lesion load and lesser tissue loss than patients
who present with abnormalities in trigemino-facial reflex latency.
The findings of the present study suggest that neurophysiological
testing may play an important role in the assessment of the
brainstem excitability in patients with relapsing-remitting multiple
sclerosis. Based on the findings of this study, we should consider
multiple sclerosis as a disease manifesting not only by conduction
abnormalities but also by excitability abnormalities, measurable
with neurophysiological means. Abnormal unilateral OOc re-
sponse excitability could be a reliable neurophysiological index of
dysfunction in early stages of multiple sclerosis.
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Cabib C, Llufriu S, Casanova-Molla J, Saiz A, Valls-Solé J.
Defective sensorimotor integration in preparation for reaction time tasks
in patients with multiple sclerosis. J Neurophysiol 113: 1462-1469, 2015.
First published December 4, 2014; doi:10.1152/jn.00591.2014.—Slow-
ness of voluntary movements in patients with multiple sclerosis (MS)
may be due to various factors, including attentional and cognilive
deficits, delays in motor conduction time, and impairment of specific
central nervous system circuits. In 13 healthy volunteers and 20
mildly disabled. relapsing-remitting MS patients, we examined simple
reaction time (SRT) tasks requiring sensorimotor integration in cir-
cuits involving the corpus callosum and the brain stem. A somato-
sensory stimulus was used as the imperative signal (IS), and subjects
were requested to react with either the ipsilateral or the contralateral
hand (uncrossed vs. crossed SRT). In 33% of trials, a startling
auditory stimulus was presented together with the IS. and the percent-
age reaction time change with respect to baseline SRT trials was
measured (StartReact effect). The difference between crossed and
uncrossed SRT, which requires interhemispheric conduction, was
significantly larger in patients than in healthy subjects (P = 0.021).
The StartReact effect, which involves activation of brain stem motor
pathways, was reduced significantly in patients with respect to healthy
subjects (uncrossed trials: P = 0.015; crossed trials: P = 0.005). In
patients, a barely significant correlation was found between SRT delay
and conduction abnormalities in motor and sensory pathways (P =
0.02 and P = 0.04, respectively). The abnormalities found specifically
in trials reflecting interhemispheric transfer ol information, as well as
the evidence for reduced subcortical motor preparation, indicate that
a delay in reaction time execution in MS patients cannot be explained
solely by conduction slowing in motor and sensory pathways but
suggest, instead, defective sensorimotor integration mechanisms in at
least the two circuits examined.

multiple sclerosis; simple reaction time; crossed reaction time task;
StartReact effect; motor preparation

SLOWNESS OF MOVEMENT IS A common observation in paticnts
with central nervous system disorders. This is the case in
multiple sclerosis (MS), where delayed movement execution in
reaction time tasks has been mainly attributed to decreased
alertness, fatigue, and slowness of cognitive processing (De
Sonneville et al. 2002; Godefroy et al. 2002; Kail 1998; Kujala
et al. 1995; Morgante et al. 2011). However, these may not be
the only factors responsible for disordered movement ex-
ecution. A delay in simple reaction time (SRT) tasks could
theoretically be due to slowness of conduction in motor or
sensory pathways or to defective sensorimotor integration, i.e.,
the activation of the required synaptic circuitry that leads to
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execution of a preprogrammed motor act in response to a
sensory cue (Abbruzzese and Berardelli 2003; Swayne et al.
2006). In fact, the characteristic multifocal involvement of MS
makes these patients likely candidates for defective sensorimo-
tor integration. We hypothesized that MS patients may have
abnormal integration of sensory inputs in circuits that are often
a target of MS lesions. Therefore, we devised SRT paradigms
involving conduction through the corpus callosum and activa-
tion of brain stem motor circuits.

For the functional assessment of conduction through the
corpus callosum, we used a special case of an SRT paradigm,
i.e., the unilateral limb reaction to a contralateral somatosen-
sory stimulus or crossed SRT task (Kennedy et al. 2013;
Schieppati et al. 1984; Schulte et al. 2005). This should
certainly involve interhemispheric transfer of sensorimotor
information, which has been shown to be impaired in MS. An
established neurophysiological means to evaluate interhemi-
spheric connections indirectly is the assessment of the ipsilat-
eral silent period (iSP) to focal transcranial magnetic stimula-
tion (TMS) (Meyer et al. 1995), which is indeed often abnor-
mal in MS (Jung et al. 2006; Llufriu et al. 2012; Schmierer et
al. 2000). We hypothesized that crossed SRT tasks in MS
patients should reflect the hypothesized delay of the interhemi-
spheric sensorimotor transfer of the information needed for
integration of sensory inputs into motor commands for fast
reaction time. We also considered the possibility that the
differences between crossed and uncrossed SRTs would cor-
relate with iSP-derived measures of conduction time in the
corpus callosum.

For the assessment of the brain stem functions related to
execution of motor tasks, we examined the contribution of
reticulospinal tract activation via a loud startling auditory
stimulus (SAS) to the execution of a task in an SRT paradigm.
Motor preparation is a key factor for fast execution of volun-
tary ballistic movements. In SRT, healthy subjects are able to
prepare the motor program fully in advance before the imper-
ative signal (IS) is issued, since they have all of the information
needed for task execution (Hallett 1990; Henderson and
Dittrich 1998; Pascual-Leone et al. 1992a, b). Motor prepara-
tion implies enhancement of excitability in cortical and sub-
cortical structures to facilitate activation of the motor system
(Brunia 1993; Valls-Solé et al. 1995). The preparation-related
enhancement of excitability in subcortical motor tracts proba-
bly accounts for the StartReact effect, i.e.. the significant
shortening of reaction time that takes place when an SAS is
applied together with the IS (Carlsen et al. 2004a, b; Siegmund
et al. 2008; Valls-Solé et al. 1995, 1999). We recasoned that
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defective motor preparation of subcortical structures would be
reflected in an abnormal StartReact effect.

Therefore, in healthy subjects and MS patients, we investi-
gated SRT tasks involving the corpus callosum (using crossed
SRT tasks) and the brain stem (using the StartReact effect).

METHODS
Subjects

The present study was part of an extensive neurophysiological
study of a cohort of 20 patients with relapsing-remitting MS. prospec-
tively selected from the outpatient MS clinic of the Hospital Clinic of
Barcelona. Other features of the same patients have been reported
elsewhere (Cabib et al. 2014; Llufriu et al. 2012) or are under
preparation. Patients were diagnosed according to the criteria of
Polman and Rudick (2010) and recruited if they were ambulatory, had
low-to-moderate scores on the Expanded Disability Status Scale
(EDSS: 0-6.0) (Kutzke 1983), had no clinically relevant limb paresis,
were under stable immunomodulatory treatment, and were relapse and
steroid free for at least 1 mo before inclusion. They were also
excluded if they had any clinically relevant sensory deficit in the arms
or absence of evoked potentials to somatosensory stimuli. Their mean
age was 37.0 = 7.0 yr (ranging from 27 to 53 yr). Patients were |1
women and nine men, with a median EDSS of 2.0 (range between 0
and 6.0) and a median score for brain stem in the evaluation of
functional systems of 1.0 (range between 0 and 3.0). Seventeen of
them were right handed (85%), with a score in the Edinburgh scale
<25 (Oldfield 1971). We also examined I3 age- and sex-matched
healthy volunteers used as a control group. They were eight women
and five men, with a mean age of 35.2 £ 8.0 yr, ranging from 26 to
52 yr. Nine were right handed (69.2%). The Hospital Clinic Research
Ethics Committee approved the study, and all participants gave
written, informed consent.

Experimental Settings

Subjects were sitting comfortably with both forearms and wrists
fixed to a metallic platform in such a way that only the wrist joint
could move freely along the complete flexo-extension range of mo-
tion. SRT was measured at the onset of clectromyographic (EMG)
activity, recorded from the wrist-extensor (WE) muscles (band pass
10-2,000 Hz) using a conventional electromyograph (Mystro5Plus;
Vickers Medical, Surrey. UK). Surface-recording electrodes were
attached over the right and left extensor digitorum comunis muscles
and over the right orbicularis oculi (OOc) and sternocleidomastoid
(SCM) muscles.

Reaction Time Task and StartReact Effect

Subjects were requested to perform unilateral ballistic wrist-exten-
sion movements in the context of an SRT paradigm and were told that
there could occasionally be a loud auditory stimulus (the SAS)
accompanying the IS. The movement requested was an open-loop
movement, i.c., with no specific target to reach, to make it as simple
as possible. The IS consisted of an electrical pulse, applied (o the
index finger with ring electrodes, with an intensity set at two times the
individual's sensory-perception threshold. The SAS was obtained by
discharging the magnetic coil of a magnetic stimulator (Novametrix
200; MagStim, London, UK) over a metallic platform at an intensity
of 100% of the stimulator’s capacity. The auditory stimulus of 130 dB
(sound-pressure level) is able to elicit the auditory startle response
(ASR), which we recorded from OOc and SCM.

All participants had a few trials of training, and the experiments
began only when they were confident with the task. In all trials,
subjects were requested to perform the task by the ipsilateral (un-
crossed) or by the contralateral hand (crossed) to stimuli to the right
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or the left index finger. Therefore, according to the site where the IS
was applied and the hand requested to move, subjects were presented
with two stimulus-response congruous trials—right stimulation-right
reaction and left stimulation-left reaction—and two stimulus-response
incongruous trials—right stimulation-left reaction and left stimula-
tion-right reaction. For each stimulus-response combination, we ob-
tained eight baseline trials, in which only the IS was presented
(baseline-SRT trials) and four trials in which an SAS was presented
simultancously with the IS (SAS-SRT trials). The two types of trials
were intermingled randomly. We never applied two SAS-SRT trials in
sequence. Trials were repeated online in case of an occasional absence
of the ASR.

TMS Studies

Focal TMS was applied over the left or right primary motor cortex
(M1) with a figure-of-eight coil connected to the magnetic stimulator
and the responses recorded from the first dorsal interosseous muscle in
both sides. We set the stimulus intensity at 1.2 times the resting motor
threshold, determined as the lowest intensity needed to obtain a
motor-evoked potential (MEP) of at least 50 uV amplitude in at least
three out of five trials (Kobayashi and Pascual-Leone 2003). We first
recorded the MEPs at rest, and then, subjects were requested to
maintain a voluntary muscle contraction (index abduction) of 20% of
their maximum. while we applied TMS to the ipsilateral hemisphere
to obtain the iSP. We repeated the procedure four times.

Somatasensory-Evoked Potentials

The somatosensory-evoked potentials (SEPs) were recorded with
conventional techniques (Cooper et al. 2004) to stimulation of the
median nerves. Patients were lying relaxed on the examination bed
with electrodes placed over the contralateral parietal cortex with
reference 1o the two earlobes. Electrical stimulation frequency was 5
Hz, and stimulus duration was 0.2 ms. The intensity was adjusted to
the one eliciting a slight motor twitch in the thenar eminence. Trials
were repeated twice (after averaging 500 traces each) to replicate the
respanses consistently.,

Data Analysis

Data were analyzed offline and blindly by one of the authors (C.
Cabib). Reaction time (milliseconds) was measured as the onset of the
EMG activity in the WE muscles to the somatosensory IS. We
considered latency of the reaction at the time that the EMG burst
became consistently >0.1 mV above background. For between-group
comparisons on both experimental conditions (baseline-SRT and
SAS-SRT trials), we analyzed data from all trials to calculate the
mean reaction time of each subject in each stimulus-response combi-
nation. However, for correlation analyses of reaction time values, we
considered the shortest reaction time in each group of trials.

To examine the effects of stimulus-response congruence on reac-
tion time, we pooled together data from right and left sides for
uncrossed (stimulus-response, congruous trials) and crossed (stimu-
lus-response, incongruous ftrials) reaction time tasks. This was done
for both baseline-SRT and SAS-SRT trials. To examine the StartReact
effect, we grouped SAS-SRT trials and represented reaction time
values as a percentage of the baseline trials. We also measured the
latency of the ASR elicited in the OOc and SCM. We considered ASR
10 be present when a burst with amplitude >0.05 mV was present in
both muscles at the expected latency (Brown et al. 1991). We
excluded online the trials in which subjects did not have an ASR to
SAS.

With TMS, we considered MEP to be present when a response
>0.1 mV was obtained. whereas a reduction >80% of the prestimulus
EMG activity was considered significant for iSP to be present. We
measured onset latency of the MEP and latency and duration of the
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iSP. From all trials. we considered the shortest latency of the MEP and
iSP, as well as the mean duration of the iSP for further analysis. For
SEPs, we considered responses to be present when the N19 peak
amplitude was >0.5 uV. We measured the latency of N19 and P22
components recorded in C3' or C4' (depending on the side of the
stimulus). Data from each hand were used independently for correla-
tion analysis.

Data Reduction

After data analysis, we produced the following variables: uncrossed
and crossed baseline-SRT, uncrossed and crossed SAS-SRT, MEP
latency, iSP latency and duration, SEP latency (N19 and P22), and
ASR latency for OOc and SCM. For each individual, we calculated
the interhemispheric reaction time difference (IHRTd) by subtraction
of the shortest uncrossed from the shortest crossed SRT in baseline
trials. We also calculated the interhemispheric conduction time
(THCT) as the difference between the MEP latency and the iSP latency
(Schmierer et al. 2000, 2002).

The StartReact effect was estimated in each subject by calculating
the percentage reaction time shortening in SAS-SRT trials with
respect to baseline trials, as follows: StartReact effect (%) = 100 X
[shortest reaction time in baseline SRT trials (milliseconds) — shortest
reaction time in SAS-SRT trials (milliseconds)]/shortest reaction time
in baseline SRT trials (milliseconds). This analysis was done sepa-
rately for uncrossed and crossed trials to estimate the degree of
effectiveness of subcortical preparation.

Statistical Analyses

All of the statistical analyses were performed using SPSS for
Windows (version 18.0). The 2 X 2 correlation test (y°) was used (o
examine differences in data distribution. As inferred from above and
because there was a normal distribution of data. mean values for
shortest and mean reaction times were obtained in healthy subjects
and patients. Data were grouped according lo stimulus-response
congruence (crossed and uncrossed) and experimental condition
(baseline-SRT and SAS-SRT). Within-group differences between
crossed and uncrossed reaction time, as well as between baseline-SRT
and SAS-SRT, were analyzed using paired Student’s r-test. An overall
analysis was carried out with two-way ANOVA for each group of
subjects to examine the interaction between response congruence and
experimental condition, whereas one-way ANOVA was used for
comparison between healthy subjects and patients, Statistical signif-
icance was set at P < 0.05.

To assess the contribution of possible efferent and afferent con-
duction abnormalities on reaction time, we examined the correlation
between the uncrossed SRT and the MEP or SEP latencies. Also, to
examine whether reticulospinal pathways contributed to the Start-
React effect, we correlated the SAS-SRT and the ASR latencies.
Furthermore, to assess the contribution of functional abnormalities in
the corpus callosum to crossed SRT, we examined the correlation
between IHCT and IHRTd. We used the Pearson’s test for all
correlation analysis.

RESULTS

Data on conduction time for MEPs and SEPs are summa-
rized in Table 1, together with all other data on conduction
time gathered from TMS studies. One factor is that ANOVA
showed significant differences between groups in the MEP and
SEP latency (F[1,31] = 8.963, P = 0.005 for MEP; F[1.31] =
5.048, P = 0.028 for N19: and F[1,31] = 4.675, P = 0.034 for
P22), which were longer in patients than in healthy subjects.
There were also statistically significant differences in iSP
latency (F(1,31] = 19.593, P < 0.001) but not in iSP duration
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Table 1. Dara related to the study of transcranial magnetic
stimulation and somatosensory-evoked potentials done in healthy
subjects and patients with multiple sclerosis

Healthy subjects, n = 13 Patients, n = 20

Mean (SD) Mean (sD) P

TMS

MEP latency 22.2(1.2) 249 (3.2) 0.005

iSP latency 34.7(2.1) 41.3(5.1) <0.001

iSP duration 18.5(2.7 20.2 (4.8) 0.351

IHCT 12.5 2.0) 16.5 (4.1) 0.004
SEP

NI19 latency 19.5(1.1) 206 (1.9) 0.028

P22 latency 22.4(L3) 233 (2.0) 0.034

TMS, transcranial magnetic stimulation; MEP, motor-evoked potential: iSP,
cortical ipsilateral silent period: IHCT, interhemispheric conduction time (see
data reduction in METHODS); SEP, somatosensory-evoked potential. The value
obtained in either side of subjects was averaged to obtain 1 single value for
each individual and after that. to obtain the mean value of each group. All data
are expressed in milliseconds. Comparisons between both groups were done
using I-way ANOVA (significant P values are shown in italics).

(F[1,31] = 0.897, P = 0.351), which were also longer in
patients than in healthy subjects. From the analysis of iSP and
MEP latency values, we estimated the IHCT, which was again

significantly longer in patients than in healthy subjects
(F[1,31] = 9.677, P = 0.004).

Reaction Time

Data on mean and shortest reaction times are summarized
in Table 2 for healthy subjects and patients, distributed
according to stimulus-response congruence (uncrossed and
crossed) and experimental condition (baseline-SRT and SAS-
SRT). Figure 1 shows raw recordings from a healthy subject
and a representative MS patient.

Baseline-SRT trials. Crossed SRT was significantly longer
than uncrossed SRT for healthy subjects and patients (Table 2;
t-test, P < 0.001 for both groups). There was no effect of group
on baseline-SRT, neither for uncrossed nor for crossed SRT,
although there was a tendency for patients to have longer
values for mean (F[1,31] = 3.994, P = 0.054) and shortest
crossed SRT (F[1,31] = 3.873, P = 0.058; ANOVA). A
significant effect of group was, however, found for the IHRTd,
which was significantly larger in patients (23 = 12.7 ms) than
in healthy subjects (13.8 = 6.9 ms; F[1,31] = 5.957, P =
0.021). The total number of patients that exceeded the normal,
upper-limit SRT values was seven, four of them for uncrossed
SRT and six of them for crossed SRT (three patients shared
both conditions).

SAS-SRT trials. In general terms, mean reaction time in
SAS-SRT trials was shorter than in baseline-SRT trials in
healthy subjects and patients (Fig. 1 and Table 2). The differ-
ences were significant in healthy subjects for uncrossed and
crossed SAS-SRT (t-test; P < 0.001 for both comparisons) and
for patients for uncrossed trials (P < 0.001) but not for crossed
trials (P = 0.08). Similar to what occurred in baseline-SRT
trials, both healthy subjects and patients had a significantly
longer mean reaction time for crossed SAS-SRT trials than for
uncrossed SAS-SRT trials (t-test, £ < 0.001 for both groups).
In patients, SAS-SRT were statistically, significantly longer
than in healthy subjects for crossed (ANOVA: F[1,31] =
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Table 2. Data on uncrossed and crossed reaction times (the

meun and the shortest values) in the 2 experimental conditions
(baseline-SRT and SAS-SRT) together with the StartReact effect
calculated in healthy subjects and MS patients

Healthy
subjects, Patients,
n=13 n =20
Condition Congruence Mean (sp) Mean (sp) E
Mean values
Baseline-SRT, ms Uncrossed 127.5(12.6) 145.6 (39.3) 0.120
Crossed 1409 (12.6)*  163.5(39.4)*  0.054
SAS-SRT, ms Uncrossed 91.8 (10.9) 117.6 (39.8) 0.030
Crossed 102.0 (9.0y* 146.6 (65.3)*  0.022
StartReact effect, % Uncrossed 27.7 (8.0y 20.0(8.7) 0.015
Crossed 27.5(6.2) 17.0(11.5) 0.005
Shortest values
Baseline-SRT, ms Uncrossed 116.9 (12.4) 126.3 (26.0) 0.235
Crossed 130.5 (15.4)%  149.4 (32.1)* 0.058
SAS-SRT, ms Uncrossed 86.2 (12.0) 1059 (31.3) 0.039
Crossed 98.6 (9.0)* 138.6 (64.8)* 0.035
StartReact effect, % Uncrossed 25.7 (10.7) 17.6(7.9) 0.016
Crossed 23.8 (8.1) 16.2 (10.4) 0.034

Baseline-SRT, simple reaction time in the baseline experimental condition;
SAS-SRT, reaction time in the test condition, in which a startling auditory
stimulus (SAS) was applied: StartReact, significant shortening of reaction time
that takes place when an SAS is applied together with the imperative signal;
MS, multiple sclerosis. See MeTHODS for definition of stimulus-response
congruence. *Significant within-group differences (r-test. P < 0.05) were
found between crossed and uncrossed stimulus-response congruence in the
experimental condition (baseline-SRT or SAS-SRT). P (in italics values
<0.05) refers to comparison in reaction time between healthy subjects and
patients for each specific trial in the same stimulus-response congruence using
1-way ANOVA.

5.178, P = 0.030) and uncrossed (F[1,31] = 5.842, P = 0.022)
trials.

In healthy subjects, the StartReact effect was not different
between uncrossed and crossed trials (r-test, P = 0.803) and
was significantly higher than in patients for both uncrossed
(ANOVA; F11,31] = 6.614, P = 0.015) and crossed (F[1.31] =
8.984, P = 0.005) trials. In eight patients, the StartReact effect
was reduced beyond the limits of the mean — 2 SD, calculated
in healthy subjects. These eight patients did not show signifi-
cant differences with respect to the remaining 12 patients in
their median EDSS and brain stem functional system score
(P > 0.05 for both comparisons).

There were no differences in the mean latency value of the
ASR between healthy subjects and patients (38.5 = 3.1 ms in
OOc and 60.2 = 5.3 ms in SCM muscles for healthy subjects
and 41.3 = 6.0 ms in the OOc and 61.9 = 5.9 ms in the SCM
for patients; P > 0.05 for the two muscles). Interestingly, the
eight patients with no StartReact effect showed ASRs in the
0OO0c and SCM with latencies not significantly longer than
patients with a normal StartReact effect (P > 0.05 for both
comparisons).

Interaction between experimental conditions. Because sig-
nificant between-group differences were found in regard to the
stimulus-response congruence and the effect of an SAS on
reaction time, we examined the possibility of interaction be-
tween the two conditions. A two-way ANOVA showed no
interaction between factors (crossed/uncrossed and presence/
absence of SAS) in healthy subjects (F[1,24] = 0.250, P =
0.619) or patients (F[1.38] = 0.271, P = 0.604).
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Correlation Analyses

Figures 2 and 3 show all of the correlation analyses between
reaction time and conduction time measures. In the analysis of
transcallosal connections (Fig. 2), the IHCT was positively
correlated with the IHRTd in patients, i.e., the longer the
crossed SRT, the longer the conduction times between hemi-
spheres (Pearson’s, r = 0.520. P = 0.019). This was not the
case for healthy subjects (r = 0.055, P = 0.857).

In pooling together data from healthy subjects and patients,
we found positive correlations for uncrossed SRT and MEP or
SEP latencies and for SAS-SRT and ASR latencies (Pearson’s,
r> 04, P <0.05 for all of them). As shown in Fig. 3, these
corrclations were also statistically significant when only pa-
tients were considered (uncrossed SRT and MEPs, r = 0.374,
P = 0.021; uncrossed SRT and SEPs, r = 0 .327, P = 0.04;
SAS-SRT and ASR, r = 0.565, P = 0.009). In fact, though,
only four out of the 20 patients had values beyond the upper,
normal limits for both variables of the study in all three
correlations. Figure 3 shows that some patients had delayed
reaction times with normal MEPs, SEPs, and ASRs; others had
normal reaction times with delayed MEPs, SEPs, and ASRs,
whereas some others had within normal range values on
reaction times and normal MEPs, SEPs, and ASRs. An analysis
done after excluding these four patients showed still statisti-
cally significant between-group differences in reaction time
and StartReact effect (data not shown; P < 0.05 for all
comparisons).

DISCUSSION

The corpus callosum and the brain stem are sites of frequent
involvement in MS, where lesions may affect many functions.
In our study, we have gathered evidence of dysfunction in the
sensorimotor pathways running through these sites in reaction
time tasks, which characterizes a new expression of disordered
molor control in MS. Our results indicated no interaction
between the two disorders. pointing to the fact that the two
circuits studied are likely independent. This brings up new
information on motor physiology in reaction time tasks.

Disordered Motor Preparation in MS

Normal performance of unilateral SRT tasks to a somato-
sensory IS requires the combination of multiple factors. First,
an attentional process is required, including sustained alertness,
to trigger the same fast response along the test. Second,
afferent and efferent conduction times along central and pe-
ripheral pathways should be within normal limits for appropri-
ate synchronization of inputs at the integration centers and
output to the muscle. Third, sensorimotor integration must take
place at cortical and subcortical levels to engage the detection
of the IS with the voluntary drive needed to trigger the
reaction. Finally, the movement is executed when pre-excited
subcortical motor structures are brought to discharge level by
the voluntary drive, which implies the indemnity of cortico-
spinal tracts.

In agreement with previous reports (Stoquart-Elsankari et al.
2010; Zeller et al. 201 1), we have found that patients with MS
have a lengthening in motor-task execution in the context of an
SRT paradigm. Several authors argue that this finding is most
likely due to impairment in cognitive processing and defective
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Crossed

Fig. . Raw recordings on simple reaction time (SRT) tasks. The graphs show surface electromyographic recordings of wrist-extension in an SRT task in a healthy

subject (HS) and in a representative multiple sclerosis (MS) patient. In each
uncrossed and crossed, and by experimental condition. as baseline (Bs)-SRT and

subject, graphs are presented separately by stimulus-response congruence. as
startling auditory stimulus (SAS)-SRT. Note that the shortening of reaction time

in SAS-SRT trials with respect to baseline-SRT trials is more marked in healthy subjects than in patients.

alertness (Godefroy et al. 2002; Kail 1998; Kujala et al. 1995).
However, our results bring up the likely contribution of defec-
live preparation to the slowness in reaction of MS patients
(Henderson and Dittrich 1998; Valls-Solé et al. 1999).

It is known that an SAS activates the reticulospinal tract at
the brain stem level (Davis et al. 1982; Liegeois-Chauvel et al.
1989). Therefore, the StartReact effect indicates that the motor
structures influenced through reticulospinal tract activation are
fully prepared, according to the motor program. An interesting
debate has been generated recently on the location of the
trigger for task execution in trials in which there is an SAS
accompanying the [S. Whereas some authors hypothesize that
the execution of the motor program is triggered by direct SAS
activation of motor circuits at the brain stem, others favor the
cortical origin after a fast route from the brain stem upwards
(Alibiglou and MacKinnon 2012; Nonnekes et al. 2014). We
think that our results favor the first hypothesis, since it would
be unlikely not to have an interaction between the two exper-
imental conditions if the two of them used a cortical route. In
any case, the StartReact effect indicates that the required
cortical and subcortical circuits for motor-program execution
had indeed enhanced excitability (Brunia 1993; Valls-Solé et
al. 1995). Absence of the effect could occur because of defec-
tive preparation or abnormalities in the execution channel, a
situation that may occur with severe brain stem neuronal loss,
as in patients with progressive supranuclear palsy (Valldeoriola
et al. 1998; Vidailhet et al. 1992).

To our knowledge. this is the first report that demonstrates a
reduced StartReact effect in MS patients, suggesting that the

structures implied in the release of the motor program are not
energized sufficiently. Therefore, our patients did not only
have longer reaction times than healthy subjects, which could
be attributed to a clinical or subclinical involvement of an
afferent pathway or the corticospinal tracts (Stoquart-Elsankari
et al. 2010), but they also had an abnormal effect of an SAS on
execution of the motor program, which is attributable to

801 o patients

A Healthy Subjects
501

IHRTd (ms)

=]

20 30

IHCT (ms)

Fig. 2. Contribution of interhemispheric connections to motor execution in
crossed-reaction time tasks. Correlation between the conduction through cal-
losal pathways, estimated by calculating the interhemispheric conduction time
(THCT; mean value between both sides) and the interhemispheric reaction time
difference (IHRTd; for details, see Data Reduction in METHODS). A significant,
positive correlation was found in MS patients (marked with white squares;
dashed line for correlation; Pearson’s, r = 0.520, P = 0.019) but not in healthy
subjects (black triangles; continuous line for correlation; r = 0.055, P =
0.857).
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Fig. 3. Correlation between the shortest reaction time and the latency of motor-evoked potentials (MEPs). somatosensory-evoked potentials (SEPs), or auditory
startle responses (ASR) in MS patients. The graph shows the correlation in MS patients (white squares) between the reaction time value in uncrossed,
baseline-SRT trials and the latency of MEP (A) or SEP (N19 component; B), calculated on either side. and between the mean reaction time value in SAS-SRT
trials and the latency of the ASR in orbicularis oculi (ASR—00c; C). Note that although few patients had values placed beyond the upper normal limits (dashed
lines) in both variables, for all of the 3 paired variables, a significant, positive correlation was found (Pearson’s, r > 0.3. P < 0.05 for all 3 correlations).

defective preparation for motor execution. Although this points
to an abnormal function in structures activated by the reticu-
lospinal tract, our findings do not rule out the possible impli-
cation of cortical mechanisms in the execution of the motor
program (Alibiglou and MacKinnon 2012; Nonnekes et al.
2014). Extensive microstructural abnormalities of cortical and
subcortical regions are found in MRI studies since early stages
of the discase (Llufriu et al. 2014). White-matter lesions and
widespread demyelination, gliosis, and axonal loss are part of
the pathological events related to the MRI findings and to the
functional and cognitive impairment in MS (Filippi et al. 2012,
2013; Llufriu et al. 2014). Brain stem lesions are a hallmark of
the disease (Pelletier et al. 2001) and may explain the impair-
ment of the StartReact phenomenon found in our patients.

Interhemispheric Communication and Sensorimotor
Integration

The corpus callosum is the major commisure of the brain,
providing communication between both hemispheres (Bloom
and Hynd 2005). The iSP reveals the inhibitory effect caused
mainly by transcallosal fibers, which are originated in the
hemisphere where the TMS pulse is applied over the voluntary

EMG activity generated in the contralateral motor cortex
(Meyer et al. 1995). As noticed before, an altered conduction in
corticospinal pathways may be part of the random involvement
of neural tracts that typically occurs in MS. In fact, this was
also the case in our sample of patients, who despite being only
mildly disabled, had abnormally long central MEP and SEP
latencies, and their reaction time correlated significantly with
latencies of both the MEP and the SEP. However, this fact
cannot explain, by itself, a reduction in reaction time because
of the different magnitude of the delay (only a few millisec-
onds in MEP or SEP latency but several tens of milliseconds in
reaction time), although we cannot rule out that the abnormal-
ity in conduction times reflects a widespread dysfunction in
circuits, more closely related to sensorimotor integration than
the rather crude latency value obtained in SEP and MEP
studies.

[nterestingly, in a study using TMS. Zeller et al. (2011)
reported that when performing a unilateral motor task, patients
with MS showed increased facilitation of the ipsilateral motor
area compared with healthy subjects. Moreover, with func-
tional MRI, patients with MS showed lower deactivation of
ipsilateral sensorimotor cortex during unilateral hand move-

J Neurophysial - doi:10.1152/jn.00591.2014 « www jn.org

80



Alteraciones de la excitabilidad refleja y del control motor en EM

1468

ments (Manson et al. 2008). These findings suggest difficulties
for MS patients in focusing brain activity and may be due, in
part, to the frequent impairment of transcallosal inhibitory
pathways. We have calculated the THCT, which should repre-
sent the conduction time through transcallosal inhibitory path-
ways. Our patients had a longer reaction time for contralateral
than for ipsilateral trials, i.e., larger IHRTd, which correlated
positively with longer IHCT. These data suggest that in MS
patients, a defective sensorimotor integration requiring callosal
transfer of information may be a key factor in the slowness of
motor-task execution in SRT paradigms, requiring activation
of the contralateral hand to unilateral somatosensory IS. This is
indeed an adequate method for the assessment of functionally
relevant sensorimotor integration of interhemispheric transfer
of information (Kennedy et al. 2013; Schieppati et al. 1984;
Schulte et al. 2005).

Limitations of the Study

Our sample of patients is small and of certain characteristics,
i.e., mildly affected by the disease, with preserved cognition.
These aspects should be considered important factors influenc-
ing our results. For instance, we found no interaction between
experimental condition and stimulus-response congruence. This
is taken to indicate that both mechanisms contribute indepen-
dently to the delay of reaction time. However, this should just
be considered an interim conclusion, since other patients with
MS might show different results, possibly according to the
irregular distribution of their brain lesions. Theoretically, more
affected patients might have more involvement of not only the
circuits participating in sensorimotor integration but also the
pathways conveying the input and output commands. There-
fore, the correlation that we found between reaction time delay
and SEPs, MEPs, and ASRs may be of more importance in
patients with more advanced disease.

Conclusions

We identified abnormalities in sensorimotor integration in two
circuits of patients with MS, leading to slowness of motor-task
execution in a reaction time task experiment. A slowness in
transcallosal conduction may explain lengthening of crossed
motor-task execution, whereas a defective subcortical motor
preparation may explain reduced responsiveness (o the external
activation of subcortical motor pathways by an SAS. Although
these abnormalities correlate with slowness in sensory and
motor central conduction times, the size and distribution of the
abnormalities affecting specific conditions and the fact that
abnormalities were still significant if the patients with a more
pronounced delay were excluded from the analysis point out a
disorder that is beyond mere conduction, i.e., sensorimotor
integration, which implies deterioration in the specific SRT
tasks examined in this study.
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« In unilateral ‘crossed’ reaction time tasks, MS patients showed abnormally enhanced mirror EMG
activity.

« This abnormality was associated with neural tissue damage of corpus callosum and brainstem.

« The inhibitory commands for unwanted EMG activity depend on the integrity of commissural cerebral
midline structures.
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ABSTRACT

Objective: Execution of unimanual voluntary motor tasks requires appropriate inhibitory control over
contralateral motor output. Such inhibition should involve interhemispheric connections, which are often
damaged in multiple sclerosis (MS).
Methods: Twenty mildly-disabled MS patients and 13 healthy subjects performed ipsilateral and con-
tralateral wrist-extension reactions (IR and CR, respectively) to a unilateral somatosensory cue, the latter
condition requiring necessarily interhemispheric transfer of information. Prevalence, persistence, latency
and amount of mirror electromyographic activity (mEMG) were calculated in each study group, as well as
diffusion-tensor-imaging measures of damage in corpus callosum and brainstem for correlation with
mEMG.
Results: Healthy subjects and patients showed mEMG more often in CR than in IR. In CR tasks, mEMG was
larger, more persistent and occurred more often at a shorter latency with respect to voluntary reaction in
patients than in healthy subjects (p < 0.05 for all). Patients with mEMG had significantly higher diffusivity
values of damage in corpus callosum and lower brainstem volumes than patients without mEMG
(p < 0.05 for all).
Conclusions: MS patients show deficient inhibition of unintended mEMG in ‘crossed’ reaction time tasks.
Significance: Enhanced mEMG in MS may be due to microstructural axonal damage and atrophy in inhi-
bitory commissural connections of the corpus callosum and brainstem.
© 2016 International Federation of Clinical Neurophysiology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights
reserved.

1. Introduction

Abbreviations: mEMG, mirror electromyographic activity; MS, multiple sclero- Mirror movements, i.e., the involuntary activation of homolo-

sis; Cc, corpus callosum; [HI, interhemispheric inhibition; EMG, electromyography;
IS, imperative signal; IR, ipsilateral reaction; CR, contralateral reaction; DTI,
diffusion-tensor-imaging; MD, mean diffusivity; AD, axial diffusivity; RD, radial
diffusivity; FA, fractional anisotropy; CMR, cutanec-muscular reflex; M1, primary
motor cortex; CNS, central nervous system.

* Corresponding author at: Unitat d’'EMG, Servei de Neurologia, Haspital Clinic,
Villarroel, 170, Barcelona 08036, Spain. Tel.: +34 932275413, fax: +34 932275783,

E-mail address: ccabibitalia@yahooat (C. Cabib).

hip:fdxdoiorg/10.1016/.clinph. 2016.01.0 7

gous muscles in the limb contralateral to the one intended to
move, are known to occasionally occur during childhood (Reitz
and Miiller, 1998). Healthy adults do not usually show mirror
movements but may show mirror electromyographic activity
(mEMG) under certain experimental conditions (Armatas et al.
1994; Mayston et al, 1999). Enhancement of mEMG during

1388-2457/@ 2016 International Federation of Clinical Neurophysiology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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unilateral voluntary movements, as reported in association with
aging and in some neuropsychiatric disorders (Addamo el al.
2007; Hashimoto et al., 2001; Hoy et al., 2007: Van den Berg
et_al, 2000), is considered a sign of deficient inhibition of
unwanted motor output to the contralateral limb and implies dys-
function of interhemispheric connections (Hiibers et al. 2008).
These connections run mainly through corpus callosum, but other
structures in the motor system may also participate in this form of
motor control. These may be upstream and downstream the motor
cortex, ranging from the supplementary and premotor areas
(Brinkman _and Kuypers, 1973; Brinkman, 1984; Brugeer et al.,
2015; Chan_and Ross, 1988; Cincotta et al., 2004; Donchin et al.,
2002; Giovannelli et al., 2006; Kazennikov et al., 1999; Kermadi
et al., 2000; Sadato et al., 1997; Sharples et al., 2014; Tanji et al.,
1988) to the brainstem and spinal cord, as suggested from studies
performed in primates (Aoyama et al., 1971: Mitani et al., 1988;
Peterson, 1979; Peterson et al., 1979: Shinoda et al., 1986;
Soteropoulos et al., 2013; Zaaimi et al, 2012).

Mirroring is clinically relevant in conditions such as Parkinson's
and Huntington's disease or schizophrenia (Hashimoto et al., 2001;
Hoy et al., 2007; Van den Berg et al., 2000), but it has not been
reported in multiple sclerosis (MS), even though commissural
structures connecting descending motor pathways of both sides,
such as corpus callosum (Cc) and brainstem, are often damaged
(Dietemann et al., 1988; Pelletier et al.. 2001). In fact, several
authors have demonstrated enhanced excitability of the primary
motor cortex in MS patients in the side ipsilateral to the one with
which they are requested to perform a unilateral task (Reddy et al.,
2002; Rocca et al, 2004: Zeller et al,, 2011), as a likely sign of
reduced interhemispheric inhibition (IHI; Lenzi et al., 2007).

Because of the frequent involvement of Cc and brainstem in MS,
we reasoned that the hypothesized lack of inhibitory control over
the contralateral motor output would be more pronounced in these
patients than in healthy subjects during motor tasks requiring
interhemispheric transfer of information (i.e., ‘crossed' reaction
time tasks; Schieppati et al., 1984) and that quantitative data of
such unwanted activity would combine with neuroimaging signs
of structural damage of either the Cc or the brainstem.

2. Methods
2.1. Subjects

The study was part of a comprehensive neurophysiological
study of a cohort of 20 patients with relapsing-remitting MS, diag-
nosed according to McDonald’s Criteria - revision 2010 (Polman
et al, 2011). Other features of the same patients have been
reported elsewhere (Cabib et al, 2014, 2015; Llufriu et al., 2012).
Patients (11 female; aged 37.0+ 7.0 yo, ranged 27-53 yo) were
prospectively recruited from the outpatient MS Clinic of the Hospi-
tal Clinic of Barcelona. They were selected according to the follow-
ing criteria: (1) low to moderate scores on the Expanded Disability
Status Scale (Kutzke, 1983; median 2.0, ranged 0.0-6.0), (2) stable
immunomodulatory treatment and, (3) relapse and steroid-free for
at least one month prior to inclusion. Exclusion criteria included:
(1) clinically relevant motor/sensory deficit in arms, (2) absence
of motor evoked-potentials in hand muscles to transcraneal mag-
netic stimulation or somatosensory evoked-potentials to electrical
stimulation of the median nerves and, (3) cognitive dysfunction or
impairment of attention that could interfere with the experiment.
Thirteen age and sex-matched healthy volunteers were recruited
and used as control subjects (8 female; 35.2 + 8.0 yo, 26-52 yo).
Nine healthy subjects and 17 patients were strictly right-handed
(Edinburgh scale < 25; Oldfield, 1971). The Hospital Clinic Research
Ethics Committee approved the study and all participants gave
written informed consent.

2.2. Experimental setup

Participants were sitting on a chair, with both forearms resting
on top of a table, attached to a metallic device that allowed the
wrist-joint to move freely in the horizontal plane for flexion and
extension. Surface recording electrodes were placed over the fore-
arm wrist-extensors muscles, Electromyographic (EMG) signal was
recorded (filtered 10-2000 Hz) with a conventional electromyo-
graph (Mystro5Plus, Vickers Medical, Surrey, UK). The imperative
signal (IS) was a low intensity-electrical pulse (2x perception
threshold), applied to the index finger with ring electrodes. Sub-
jects were instructed to perform a strictly unilateral wrist exten-
sion movement, as fast as possible, at the perception of IS, in the
context of a simple reaction time paradigm. We defined two exper-
imental conditions: (1) ipsilateral reaction (IR), in which subjects
were requested to react with the hand ipsilateral to the IS, and
(2) contralateral reaction (CR), in which they had to react with
the hand contralateral to the IS. Subjects had the possibility to train
for a few trials and the experiments began when they were confi-
dent with the task. Eight trials were presented for each experimen-
tal condition.

2.3. MRI protocol and image analysis

2.3.1. MRI-data acquisition

MRI-images were acquired on a 3T Magnetom Trio (Siemens,
Erlangen, Germany) scanner, using a thirty-two channel phased-
array head coil. A 3D T1-weighted MPRAGE sequence was acquired
(TR: 2050 ms, TE: 2.41 ms, TI: 1050 ms, flip angle: 9°, 192 contigu-
ous sagittal slices with voxel size: 0.86 x 0.86 x 0.9 mm?).
Diffusion-tensor-imaging (DTI) was an echo planar imaging pulse
sequence with diffusion-weighted, TR/TE: 7600/89 ms, 60 contigu-
ous axial slices with an 2.5 mm isometric voxel size, diffusion gra-
dients in 30 different directions and b-value:1000 s x mm 2, and
field of view: 240 x 240 mm?,

2.3.2. Labeling and diffusivity indices of Cc and brainstem

Segmentation of Cc was based on semiautomatic edge delin-
eation on 5 sagittal slices contiguous to the midsagittal plane on
each hemisphere in the T1-MPRAGE sequence through Analyze
software 9.0 (http://www.analyzedirect.com; Biomedical Imaging
Resource). The volume of Ce-mask was calculated by merging the
11 consecutive slices and multiplied by a brain scaling factor. Free-
surfer software was used to automatically segment the brainstem
volume from the T1-MPRAGE image (Desikan et _al., 2006). In
patients, the T1-MPRAGE was also used to manually create a lesion
mask through ITK-SNAP toolkit. Then, an automated lesion filling
was applied to the structural image to improve the automated
labeling processes. The resulting brainstem volume obtained
through Freesurfer was normalized in each subject by a brain scal-
ing factor. Finally, in patients, we overlaid the lesion mask with the
segmentation of Cc and brainstem to identify the lesion volume.
The diffusion images were corrected by eddy current distortions
and subject’s motion, and then brainstem and Cc-masks were reg-
istered to the DTI. The borders of brainstem and Cc-masks were
eroded to avoid partial volume effects. The reconstruction of the
diffusion tensors was done with the FMRIB's diffusion toolbox to
obtain the following diffusion indices: fractional anisotropy (FA),
mean diffusivity (MD), axial diffusivity (AD) and radial diffusivity
(RD) from brainstem and Cc masks.

2.4. Data analysis and reduction
Neurophysiological data were analyzed blindly by one of the

authors (CC). Reaction time was measured at the onset of voluntary
movement-related EMG activity (VEMG) in forearm muscles of the
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side requested to react. Presence of unwanted EMG activity was
defined as any burst with duration of at least 10 ms and peak
amplitude of at least 0.1 mV that occurred in the homologous
non-reacting forearm muscles at latency similar to that of the vol-
untary reaction time (Mayston et al., 1999), In the analysis, we
were careful to separate mEMG from another possible form of
unwanted EMG activity, the mid-latency reflex response to the
somatosensory IS or cutaneo-muscular reflex (CMR; Jenner and
Stephens, 1982), which may coincide in the same arm in reaction
time experiments (Maystan et al. 1999; Ohtsuka et al., 2012).
Because the CMR occurs ipsilaterally to the stimulus, the possible
superposition of it to mEMG could only occur in the CR condition.
We considered expressions of CMRs and not of mEMG those bursts
which onset latency was shorter than 80 ms ([enner and Stephens,
1982). Fig. 1 shows schematic symbols and representative trials for
each condition in a reaction without (A and C) or with mEMG (B
and D). Onset latency and area of unwanted activity (mEMG and
CMR) were measured using the automated system of the
electromyograph.

For a subject to be considered to have mEMG, he or she should
present compatible bursts in at least one out of the 8 trials. For
each condition, we calculated persistence, as the percentage of tri-
als with unwanted mEMG out of the 8 trials per subject, and preva-
lence, as the percentage of subjects with mEMG out of all subjects
of each group. Furthermore, we calculated the total amount of
mEMG per subject and condition, by simply adding the area of
all mEMG bursts (Zarea). The same type of analysis was done for
the CMR.

Since several mechanisms may lead to the presence of mEMG in
pathological conditions (Cincotta and Ziemann, 2008), we further
investigated in crossed reaction time tasks whether the presence
of mEMG would be more probably caused by a ‘spreading’ of the
motor output after activation of the hemisphere issuing the volun-
tary command or would be more likely generated at the hemi-
sphere receiving the sensory inputs. To do that, we calculated the
difference on the onset latency between mEMG and VEMG (A

O

Rest

o [ ]

| @
S I CR *
L

_iUUll\'I
100Gms=

[m — v]JEMG). We reasoned that ‘spreading’ of motor output as a
leading mechanism of mEMG would show as mean values of A
[m — v]JEMG above 0, while ‘direct activation' of the hemisphere
receiving the sensory input would show as mean values of A
[m - v]JEMG below 0.

MRI-data were analyzed blindly (by EMH). Dependent MRI-
variables gathered in each individual for both, Cc and brainstem,
were: (1) volume and lesion-load, as indices of structural damage,
and, (2) MD, AD, RD and FA, as indices of microstructural damage.

2.5. Statistical analyses

All the statistical analyses were performed using SPSS for Win-
dows (version 18.0). We first calculated the mean and standard
deviation (SD) of all electrophysiological and MRI dependent vari-
ables among subjects of the same group. The 2 x 2 correlation test
(chi square, ¥?) was used to examine between-group differences in
prevalence of unwanted activity and in data distribution of A
[m — V]JEMG values. For between-group analysis, comparison of
data of continuous variables was carried out using ANOVA. This
analysis was also done for the subset of subjects presenting with
mEMG in each group. For within-group analysis, paired t-tests
were used for comparison of data between conditions (CR and
IR). Pearson's test was used for correlation analyses. Statistical sig-
nificance was set on p <0.05.

3. Results

All subjects adhered to the experimental requests, with neither
withdrawal of any subject nor artifacts that were large enough to
preclude analysis in any trial. Overt synkinetic movements were
not observed in any healthy subject but they were observed in 2
patients. We identified mEMG in 6 healthy subjects and 11
patients with no between-group differences in prevalence of
mEMG for the condition IR or CR ()2, p> 0.05 both comparisons).
The prevalence of mEMG in CR was significantly higher than in

. o} ——

Fig. 1. Schematic representation of the setup and experimental conditions. Bars=arms (empty = rest; filled = voluntary activation: half filled = mirror activation).
Circles = imperative signal-IS (empty = off; filled = on). EMG examples are given for every condition. [psilateral reactions (IR): in A, IS is applied to the index finger of one hand
and voluntary EMG activity (reaction) is limited to the ipsilateral side, while in B there is also mirror electromyographic activity (mEMG) in contralateral muscles (asterisk).
Contralateral reactions (CR): in C, reaction is limited in the arm contralateral to IS, while in D there is also mEMG in the side ipsilateral to IS (%)
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IR after grouping healthy subjects and patients together (p = 0.04).
All subjects with mEMG in IR showed also mEMG in CR, but not
vice versa.

Table 1 shows data on all electrophysiological dependent vari-
ables calculated in subjects presenting with mEMG in each study
group. No significant differences were found in the latency of
mEMG between groups neither for IR nor for CR. However, persis-
tence was higher for patients than for healthy subjects (Fig. 2),
with differences barely missing statistical significant for IR
(ANOVA, F[1,7] =5.552, p=0.051) and being significantly different
for CR (A1,16] = 9.954, p = 0.004). The amount of mEMG was sig-
nificantly higher in patients than in healthy subjects for CR
(Fig. 2; FA1,16]=7.254, p=0.017), but not for IR (F1,7] =2.159,
p=0.185).

3.1. Reaction time (VEMG) and mEMG

Overall, reaction time was slightly longer for patients than for
healthy subjects, but differences did not reach statistical signifi-
cance (134.2+£12.2 ms in healthy subjects vs 154.4+38.8 ms in
patients; ANOVA, f1,31] =3.223, p = 0.082). As expected, reaction
time was significantly longer in CR than in IR for both study groups
(t-test; p <0.001). The analysis of individual trials in patients with
mEMG showed that reaction time was significantly longer in trials
without than in trials with mEMG (170.7+304ms vs
146.8 £ 24.1 ms, respectively; t-test, p=0.024). On the contrary,
these differences were not significant in healthy subjects
(141.8 +18.0 ms vs 140.1 +21.7 ms; p = 0.857).

In CR tasks, mEMG was present in 13 trials in healthy subjects
and in 49 trials in patients (Fig. 3). We found a highly significant
positive correlation between latency of the mEMG and the vEMG
for both study groups (Fig. 3A; Pearson's, r=0.943, p<0.001 in
healthy subjects, and r=0.879, p <0.001 in patients). Values of A
[m — v]JEMG were not significantly different between healthy sub-
jects and patients (14.6+11.8 ms vs 11.7 + 21.0 ms, respectively;
ANOVA, F[1,61]=0.224, p=0.638). Fig. 3A shows the distribution
of all Alm — v|EMG values: In healthy subjects all but one value
were above 0 (1/13 =7.7% with values below 0 of total trials). In
patients, the percentage of trials with A[m — v]EMG values below
0 was significantly higher than in healthy subjects
(18/49 = 36.7%; x°. p =0.04). Shorter latency for mEMG than for

Table 1

VvEMG in patients but not in healthy subjects is represented as
raw data from representative cases in Fig. 3B.

3.2, CMR and mEMG

Unwanted EMG bursts compatible with CMR were recorded in
forearm muscles ipsilateral to IS (Figs. 1A and 2). Overall preva-
lence of responses was 31% in healthy subjects (4/13) and 65% in
patients (13/20). This difference was close to significance (2,
p=0.054). While no healthy subject showed CMRs in CR, this
occurred in 5 patients, two of them with also mEMG activity in
the same arm (Fig. 2). CMR-Zarea was significantly higher in
patients than in healthy subjects (ANOVA, F1,16]=5.828,
p=0.025), but latency or persistence were not different between
groups (Table 1; p> 0.05 for both).

3.3. MRI-data and mEMG

In overall, MRI-analysis revealed significantly lower brainstem
and Cc-volumes in patients (Cc: 6.1+1.3cm’; brainstem:
26.1 £2.7 cm®) than in healthy subjects (ANOVA; 7.1 £0.8cm?, F
[131]=7.0, p=0.013; and 30.1+4.05cm’, F131]=11.1,
p=0.002, respectively). In patients, mean lesion-load was
0.15 cm? (SD = 0.28) for Cc and 0.20 cm? (SD = 0.48) for brainstem,
with only 2 patients that did not have callosal lesions and one
patient that did not have brainstem lesions. No callosal or brain-
stem lesions were identified in healthy subjects.

Table 2 shows the indices of structural and microstructural
damage in subjects with and without mEMG, while Fig. 4 shows
MRISs of representative patients of each group. Patients with mEMG
had significantly lower brainstem-volume than patients without
mEMG (ANQVA, F[1,18] =6.296, p =0.022). This was not the case
for the Cc-volume but microstructural damage was significantly
higher in patients with than in those without mEMG (MD: F
[1,18] =6.352, p=0.021; AD: F1,18] =5.277, p = 0.034). No differ-
ences were found in lesion-load for both brainstem and Cc.

No differences were found between healthy subjects with and
without mEMG in any variable (p > 0.05 for all comparisons). The
comparative analysis of MRI-data between subjects with mEMG
from both study groups showed that patients had significantly
higher mean MD and RD values, and lower brainstem volumes,

Electrophysiological dependent variables calculated in healthy subjects and patients presenting with mirror electromyographic activity (mEMG) or cutaneo-muscular reflexes

(CMR) according to the experimental condition.

Variable Healthy subjects mean (SD) Patients mean (5D) P value

mEMG

IR Latency (ms) 174.7 (224) 162.3 (38.1) 0.664
Persistence (%) 333 (26.0) 64.6 (14.6) 0.051
Amount (X area) 23(08) 19.6 (19.7) 0.185

CR Latency (ms) 156.2 (29.4) 157.2 (39.3) 0.928
Persistence (%) 27.1 (94) 61.1(25.7) 0.004
Amount (L area) 7.7 (4.7) 205(11.0) 0.017

CMR

IR Latency (ms) 60.2 (2.6) 58.7 (6.6) 0.553
Persistence (%) 64.6 (14.6) 68.1(25.5) 0.757
Amount (I area) 1.6 (0.9) 43 (0.9) 0.025

CR Latency (ms) na 59.6 (12.3) na
Persistence (%) na 72.8(20.1) na
Amount (£ area) na 84(1.9) na

Abb.: mEMG = mirror electromyographic activity; CMR = cutaneo-muscular reflexes: SD = standard deviation; IR = ipsilateral reaction; CR = contralateral reaction; amount (X
area) = numeric index (unit: pVs x 10 *) representing the total amount of unwanted activity calculated from individual's responses (for details see Section 2); na =not
applicable. Data on prevalence of mEMG and CMRs in both groups are detailed in the manuscript (see Section 1). Statistically significant P values are shown in Jtalic (ANOVA

test, p < 0.05).
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Fig. 2. Surface electromyographic recordings of homologous wrist-extensors muscles contralateral to the reacting arm of a representative multiple sclerosis patient and a
healthy subject. In each subject, all 8 trials are shown in sequence for the contralateral reaction (CR) condition (superimposed at the bottom of the figure). Higher incidence
and larger size of mirror electromyographic activity (mEMG, marked with an asterisk) is present in the patient with respect to the control subject. This patient had marked
enlargement of mEMG and showed overt synkinetic movements. An additional short latency burst of unwanted activity was found only in the patient (marked with an
arrow), which is compatible with a cutaneo-muscular reflex. It appears in a fewer number of trials than the mEMG and only in the side where the imperative signal was

applied. MS = multiple sclerosis.
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Fig. 3. Correlation between latencies of mirror- and voluntary- electromyographic activity in crossed reaction time tasks. In panel A, data values of single trials in subjects
showing mirror electromyographic activity (mEMG) are presented for both study groups for the CR condition. Significant positive correlations in single trials between the
onset latency of mEMG and voluntary movement-related EMG activity (VEMG) were found in healthy subjects and patients (Pearson’s, r > 0.6 and p < 0.05 for both). Note that.
in healthy subjects, the values of A[m — v]JEMG were consistently above 0 (shorter latency for vEMG than for mEMG), while in several trials of patients, the latency was
shorter for mEMG than for vEMG (p < 0.05). In panel B, we highlight this difference presenting raw data of representative examples of both study groups. Schematic symbols
of the paradigm are presented as in Fig. 1.

interhemispheric transfer of information, ie., the CR condition.
Moreover, the finding of shorter latencies for mEMG than for vVEMG
in patients than in healthy subjects, suggests the possibility that
patients show ‘direct activation’ of the contralateral motor output
to sensory inputs, in addition to the ‘spreading’ of motor output

than healthy subjects (p < 0.05 for all, marked with an asterisk in
Table 2).

4. Discussion

In a simple reaction time task paradigm requiring the execution
of unilateral wrist-extension ballistic movements, we found
increased unwanted mEMG in homologous muscles of the con-
tralateral limb in MS patients with respect to healthy subjects. This
difference was more marked in experimental conditions requiring

from the *voluntary' hemisphere, as a likely mechanism contribut-
ing to the presence of mEMG. In patients, presence of mEMG was
associated with significantly lower brainstem volumes and higher
indices of axonal damage in Cc. Transcallosal fibers are considered
the most important interhemispheric inhibitory pathways (Hiibers
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Table 2

Data on structural and microstructural MRI-variables showing the differences on the corpus callosum (Cc) and brainstem (Bs) between subjects with and without mEMG in both

study groups.

MS patients

Healthy subjects

mEMG (+) mEMG () P value mEMG (+) mEMG (-) P value
Cc Vol 5.97 (1.53) 6.14 (0.92) 0.774 6.70 (0.65) 7.43 (0.81) 0.108
LL 0.23 (0.36) 0.05 (0.05) 0.169 na na na
MD 1.01 (0.10)" 0.92 (0.05) 0.021 0.90 (0.03)" 0.88 (0.02) 0.178
AD 1.92 (0.13) 1.80 (0.08) 0.034 1.81(0.04) 1.76 (0.05) 0.085
RD 0.56 (0.11) 0.48 (0.06) 0.055 0.44 (0.04)" 0.44 (0.03) 0.782
FA 0.68 (0.05) 0.70 (0.04) 0.246 0.72 (0.03) 0.72 (0.02) 0.860
Bs Vol 2491 (2.44) 27.64 (2.40) 0.022 29.26 (2.30)° 30.77 (5.22) 0,526
LL 0.28 (0.63) 0.09 (0.15) 0.388 na na na
MD 1,02 (0.07) 0.99 (0.05) 0.182 1.00 (0.04) 1.00 (0.06) 0978
AD 1.44 (0.06) 1.39 (0.05) 0.090 1.42 (0.06) 1.41 (0.06) 0.971
RD 0.82 (0.07) 0,78 (0.06) 0.262 0.79 (0.04) 0.79 (0.06) 0.981
FA 0.41 (0.03) 0.42 (0.02) 0.565 042 (0.02) 0.42 (0.03) 0.863

Abb.: Cc = corpus callosum, Bs = brainstem, mEMG (+/-) = presence (+) or absence () of mirror electromyographic activity: SD = standard deviation; Vol = volume;
LL = lesion-load; MD = mean diffusivity; AD = axial diffusivity; RD = radial diffusivity; FA = fractional anisotropy; na = not applicable. All data are presented as mean values
(5D). Vol and LL are expressed in units of cm? for Cc and for Bs. MD, AD and RD are expressed in units of mm?/s x 10°. FA is a dimensionless index. For within-group
comparisons, P values were calculated using one-way ANOVA (significant values are shown in Italic). Significant between-group comparisons are marked with an asterisk ().

et al.. 2008). The probable loss of midline brainstem and callosal
neural tissue related to IHI may contribute to the increased activa-
tion of contralateral motor cortex (Zeller et al., 2011), and lead to
mEMG generation in MS patients.

4.1. Lack of inhibitory control in reaction time tasks

In reaction time tasks, to appropriately carry out an intended
unilateral motor act, supraspinal excitatory motor output must
be focused towards the specific motoneuronal pool involved in
the task (Carson, 2005), while concomitant inhibitory influences
must participate in avoiding unwanted co-activation in contralat-
eral homologous muscles (Leocani et al.. 2000; Liepert et al,
2001). We found that mean reaction time was longer in patients
without mEMG than in those with mEMG. This may be explained
by considering that MS patients may be unable to adequately pre-
pare the structures of the motor pathway for fast execution of a
motor programme (Cabib et al., 2015). Therefore, when confronted
to fast execution of a motor task, patients may issue a programme
that still lacks inhibition of unwanted activity. Alternatively, if they
are slow enough, they may still be able to inhibit mEMG.

Facilitatory and inhibitory commands are likely acting simulta-
neously at different levels in the CNS during unimanual reaction
time tasks. Transcallosal inhibition has been proposed as the main
mechanism that successfully suppresses overt mirror activity in

healthy adults (Hoy et al., 2007; Mayston et al., 1999; Nass,
1985). In fact, subjects with strongest IHI have least mEMG when
performing a rapid forceful contraction of the other hand
(Hiibers et al., 2008), i.e., more profound inhibition from the ‘ac-
tive' to the ‘non-active’ hemisphere suppresses more effectively
unintended activation of homologous muscles (Addamo et al,
2007; Bologna et _al., 2012: Cincotta and Ziemann, 2008). Apart
from corpus callosum (Eliassen et al, 2000; Kennerley et al.,
2002: Serrien et al., 2001; Soteropoulos and Baker, 2007;
Spidalieri et al,, 1986), a more distributed cortical network involv-
ing supplementary and premotor areas likely participate in focus-
ing motor output to the primary motor cortex (M1), upstream of
the interhemispheric inhibitory transfer between M1 (Brinkman
and Kuypers. 1973: Brinkman, 1984; Chan_and Ross, 1988;
Cincotta et al., 2004; Donchin et al, 2002; Giovannelli et al.,
2006: Kazennikov et al.. 1999; Kermadi et al., 2000; Sadato et al.,
1997; Tanji et al., 1988). Although there is no clear pathophysiolog-
ical mechanism linking brainstem atrophy with mEMG, as sug-
gested from our results, an abnormal activation/suppression of
the descending bilateral motor pathways from brainstem could
hypothetically lead to mEMG. In fact, subcortical neural structures,
such as the cerebellum, reticular formation, and vestibular system
may contribute to appropriate control of descending subcortical
motor pathways across the midline to perform coordinated move-
ments (Aoyama et al, 1971: Carleton and Carpenter, 1983:

Fig. 4. Relevant brain MRI-images in a sagittal plane of 2 multiple sclerosis patients presenting with (A) and without (B) mirror electromyographic activity. Corpus callosum
volume is highlighted in a two-dimensional manner (top, green), while brainstem volume is shown in 3D (bottom, grey). Note that the patient with mirror electromyographic
activity (mEMG) has a diminished brainstem volume with respect to the patient without mEMG. No clear differences between patients are noticed for corpus callosum
volume neither for callosal lesions (white empty areas). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this

article.)
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Fukushima et al, 1979: Mitani et al., 1988; Peterson et al., 1975,
1979: Peterson, 1979; Shinoda et al., 1986; Soteropoulos and
Baker, 2008 Soteropoulos et al., 2013; Zaaimi et al., 2012).

In ‘crossed’ reaction time tasks, the sensory input (used as IS)
necessarily reaches first the ‘mirror’ hemisphere (i.e., the hemi-
sphere which should not be activated voluntarily in the intended
reaction) and then, it reaches the ‘voluntary’ hemisphere likely
via interhemispheric transcallosal connections. In patients,
enhanced mEMG was mainly found in the CR condition, proving
that this methodology (‘crossed' reaction time) stresses the system
because sensory inputs and inhibitory commands passing through
interhemispheric connections are needed before and during
sensory-motor integration to adequately trigger the motor pro-
gramme. In addition, we found that in most healthy subjects the
latency of mEMG was longer than the latency of vVEMG, suggesting
that ‘spreading’ from motor output is the main mechanism related
to the physiological presence of mEMG in this kind of experimental
setup. However, the observation of shorter latencies for mEMG
than for vVEMG in a large percentage of patients suggests that ‘di-
rect activation’ of the ‘mirror’ hemisphere could lead to mEMG in
non-physiological conditions. This is also supported by the obser-
vations of Zeller et al. (2011), which show that lack of focusing
brain motor output in one motor cortex during effortful unimanual
tasks in MS may lead to unintended bilateral activation of corti-
cospinal tract and, therefore, to associated movements as we have
found in this study. Furthermore, unilateral damage of pyramidal
tract, which is not uncommon in MS, might theoretically facilitate
unintended activity in the contralateral motor pathway. In fact,
activation of an injured pyramidal tract would have shown as
longer latency of vVEMG than of mEMG, as we have found in some
patients. However, although we did not explore this issue in
extent, we consider this possibility unlikely because patients with
significant motor impairment or lack of motor evoked-potentials in
upper limbs were excluded as part of inclusion criteria. We do not
think either that the dysfunction we found in our patients was
task-related because they were able to perform the same reaction
time task similarly to healthy subjects in uncrossed paradigms.

Even if the results of our study indicate that patients have
decreased inhibitory control of unwanted mEMG when executing
motor tasks in a reaction time paradigm, in general terms our
patients showed no overt mirror movements (except for 2
patients). Qur patients had a mild-stage disease and we obviously
cannot know if they would eventually develop mirror movements.
However, we should consider this possibility unlikely since mirror
movements have not been reported so far in MS. We can speculate
that several coexisting neurological phenomena typical of MS, such
as fatigue, spasticity and attention deficits, may prevent the clinical
expression of mirror movements in more advanced stages of the
disease. In fact, these factors may interfere with motor task execu-
tion by limiting motor preparation (Leocani et al., 2005; Morgante
et al.. 2011). Presence of mEMG is not necessarily abnormal since it
is found occasionally in healthy subjects in experimental tasks.
Indeed, our results only indicate that the defective suppression of
unwanted activity was larger in patients than in healthy subjects.

The correlation between neurophysiological findings and neu-
roradiological signs suggested that demyelination and loss of mid-
line crossing fibers at the Cc and brainstem (Dictemann et al,
1988: Pelletier et al., 2001) may explain the presence of mEMG
in our patients. We conclude that both structures may be impli-
cated in the pathophysiology of lack of inhibition of unwanted
EMG activity. The extent of myelin and axonal damage can be esti-
mated by measuring the amount, orientation and distribution of
water molecules in the ultrastructural cerebral white matter using
DTI techniques (Le Bihan, 2003; Pierpaoli et al.. 1996). Whereas AD
changes are related to axonal damage, RD changes seem to be more
sensitive to demyelination (Boretius et al., 2012). Callosal ultra-

structural damage in MS (Lenzi et al., 2007: Werring et al,, 2001)
may be due to both direct inflammatory processes and secondary
Wallerian degeneration caused by diffuse hemispheric damage
(Evaneelou et al., 2000). We found higher MD and AD values in
Cc of patients with mEMG than in patients without rather than
higher Cc lesion-load, suggesting that wallerian axonal degenera-
tion of transcallosal connections are most likely associated to
mEMG than callosal focal lesions.

4.2. Enhanced reflex responses to cutaneous inputs

Our MS patients showed also enhancement of a type of
unwanted activity different from mEMG that appeared at latency
incompatible with generation from a descending command related
to the voluntary reaction. Such response to the IS is compatible
with the E2 component of CMRs (Jenner and Stephens, 1982). In
upper limbs, CMRs are composed of short- (E1 and I1) and long-
latency (E2 and 12) phases, which represent the excitatory and
inhibitory effects of spinal and transcortical circuits of modulation
of ongoing EMG activity (Jenner_and Stephens, 1982: Valls-Solé
and Deuschl, 2006). The E2 component is usually modulated
according to the type of task (Evans et al., 1989). It is enhanced
during contralateral activation (Mayston et al, 1999; Nadler
et al., 2000) and inhibited when reflex activity is potentially dis-
turbing (Turner et al., 2002). Reflex enhancement could interfere
with the execution of a motor task by modifying the readiness
for motoneuron firing. Presence of CMRs in muscles not required
to be activated was more prominent in patients than in healthy
subjects, suggesting reflex excitability enhancement.

Enhanced CMRs (mostly of E2) have been found in various
degenerative diseases (Chen et al., 1992; Fubr et al,, 1992) and it
is not surprising that CMRs were enhanced in MS patients. In fact,
both mEMG and CMR have been associated to increased excitabil-
ity in the motor cortex contralateral to the one being activated in
unilateral reaction time tasks (Mayston et al, 1999; Ohtsuka
et al., 2012). Considering the widespread lesional substrate typical
of MS, lack of supraspinal inhibitory control on reflex circuits is
likely expected, which may lead to exaggerated CMRs.

4.3. Study limitations

The findings reported here are just subclinical, i.e., we found
enhancement of mEMG in patients with MS, which is probably
not sufficient to lead to mirror movements, and we cannot know
if these would eventually appear in more advanced stages of the
disease. A longitudinal study would be needed to obtain such a
potentially interesting information. We cannot exclude the possi-
bility that the association we have found between enhancement
of mEMG and brainstem and callosal tissue damage is, in fact,
related to a more extended cerebral damage. This issue has not
been examined in our study and would require a more thorough
MRI examination. Nevertheless, our observations help with under-
standing the possible relation between slowness of reaction,
preparation of the motor programme and lack of inhibition of
unwanted activity. Certainly, our findings support the idea that
MS patients show significant lack of inhibitory motor control.
Another approach using standardized methodology for the assess-
ment of CMRs could have brought more detailed information on
the likely impaired control over spinal reflex responses in MS
patients.

4.4. Conclusions
Simple reaction time tasks requiring interhemispheric transfer

of inputs through commissural pathways (i.e., ‘crossed’ reaction
time tasks) show enhancement of mEMG in MS patients as an
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expression of the impairment of inhibitory mechanisms participat-
ing in motor control. The degree of such defective inhibition was
associated with involvement of the brainstem and the corpus cal-
losum. To our knowledge, this is the first study reporting enhanced
mEMG in MS and its correlation with axonal degeneration of cal-
losal pathways and brainstem atrophy.
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Con la realizacion de la presente tesis doctoral hemos confirmado nuestras hipdtesis
experimentales basadas en las caracteristicas del sustrato neuropatolégico tipico en EM que
favorecen la falta de control reflejo y motor en estos pacientes. Los hallazgos revelados en los
tres articulos cientificos expuestos aportan informacién relevante desde el punto de vista
fisiopatologico sobre el rol del dafio focal en situacidn anatéomica estratégica con afectacion de
vias neurales de conduccidn especificas a nivel cerebral que se asocian a manifestaciones

mayoritariamente subclinicas, aunque no por ello menos relevantes.

1. Trabajo1l

Este trabajo ha sido orientado a investigar la excitabilidad y el grado de simetria de los
circuitos reflejos tronco-encefdlicos en pacientes con EMRR, segln el objetivo especifico 1,
habiendo examinado de forma extensa el reflejo de parpadeo desde el punto de vista
neurofisiolégico. El circuito del reflejo de parpadeo comprende la activacién periférica de los
nervios trigémino vy facial, y la integracion central de impulsos a nivel tronco-encefalico. La
excitabilidad del circuito trigémino-facial puede ser modulada sea desde estructuras
supratentoriales (corteza cerebral, ganglios de la base) a través de impulsos de naturaleza
excitatoria y/o inhibitoria (Berardelli y cols., 1983a; Girlanda y cols., 1984), como desde
impulsos sensoriales activados en paralelo a través de otros circuitos a nivel espinal como
encefalico. Para el estudio de la excitabilidad refleja hemos utilizado una bateria de medidas
electrofisiolégicas que comprenden la amplitud de R1 y el cociente R2¢c/R2 del reflejo de
parpadeo trigeminal, el SBR, la curva BRER y el BRIP. Cabe destacar que éste es el primer
estudio realizado en una cohorte de pacientes con EM que investiga de manera exhaustiva las
alteraciones del reflejo de parpadeo (evocado y modulado por aferencias de modalidad
diversa) y la asociacién con la distribucién neuropatdlogica de lesiones encefdlicas examinada
con técnicas cuantitativas de RMN.

Como resultado del primer articulo, hemos encontrado en 8 de 20 pacientes (40%) una
asociacién entre el retraso de las latencias de las respuestas del reflejo de parpadeo vy la
presencia de lesiones focales en el bulbo y/o la protuberancia del tronco-encéfalo (87.5%; la
excepcion fue 1 paciente que presentd exclusivamente una lesion de localizacidn
mesencefalica), sin historia clinica remota o actual de haber presentado mioquimias faciales en
ninguno de estos pacientes. De hecho, considerando exclusivamente las latencias de las
respuestas, se ha descrito previamente una prevalencia de alteraciones del reflejo de
parpadeo en pacientes con EM entre el 26 y 78% en la era pre-RMN, y de entre el 40 y 91% en
la era de la RMN (Namerrow y Etemadi, 1970; Kimura, 1970, 1975b; Khosbin y Hallett, 1981;
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Sanders y cols., 1985; Nazliel y cols., 2002; Klissurski y cols., 2009; Degirmenci y cols., 2013),
muy similares a la obtenida en esta tesis. Este resultado representa la frecuencia de los
pacientes en los cuales existe una alteracién en la conduccién a través del circuito reflejo
trigémino-facial como consecuencia de una lesién focal.

El hallazgo mas relevante y novedoso del Trabajo 1 se relaciona con la excitabilidad del
reflejo de parpadeo. En 7 (35%) pacientes distintos de aquellos con alteraciones en las
latencias, el reflejo de parpadeo
mostré como Unica alteracién una
significativa asimetria en el tamafio
de las respuestas R2 entre ambos
lados del rostro, es decir una relacion
o cociente entre las repuestas R2
contralateral e ipsilateral mayor de 1.
En 4 de estos pacientes se constato el

antecedente reciente o remoto de

mioquimias faciales y ninguno de
ellos mostré lesiones  bulbo-
protuberanciales en la RMN. A
destacar, asi mismo, es la
distribucidon asimétrica de lesiones a

nivel supratentorial entre ambos

hemisferios, a diferencia del grupo de

FIGURA 13. Modulacién  supranuclear pacientes con latencias retrasadas
asimétrica (pgr d.rstnbucron Iesro.naf_tfi‘esrgua." del reflejo de parpadeo que
entre los hemisferios) sobre la excitabilidad del

control reflejo tronco-encefdlico en EM. El mostraron mayor carga lesional

efecto neto (balance entre excitacion e

inhibicién) de las influencias supranucleares es supratentorial y una distribucion

representado por el grosor de las flechas (a simétrica de las lesiones
mayor grosor mayor excitacién, y viceversa), Lo
mientras la excitabilidad de la via de salida del hemisféricas. ~ Ambos  subgrupos

circuito reflejo (motoneurona del facial) es
representada por el tamafio del circulo.
Adaptado de: Cruccu y cols., 1991, primero se sitlia desde el punto de

también se diferenciaron en que el

vista clinico en una etapa mas precoz
de enfermedad con respecto al segundo. Los diferencias de tamafio observadas en las
respuestas en OOc (cociente R2c/R2 >1) se vieron confirmadas con el estudio de la curva de
recuperacion de la excitabilidad del reflejo de parpadeo (BRER), la cual fue significativamente

asimétrica en el grupo de pacientes con alteraciones del cociente R2¢/R2, con un significativo
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aumento de excitabilidad en coincidencia con el lado donde las respuestas R2 eran de mayor
tamafio. Una tendencia similar fue encontrada con respecto a la amplitud de R1, cuya
diferencia entre lados fue significativamente asimétrica en estos pacientes. El conjunto de
estos hallazgos sugiere que lesiones desmielinizantes supratentoriales pueden ejercer un
efecto neto asimétrico (desbalance entre excitacidon e inhibicidn) sobre vias modulatorias
descendentes cortico-nucleares que controlan el reflejo de parpadeo a ambos lados del
tronco-encéfalo, lo que explica la asimetria en respuestas entre ambos lados del rostro (Figura
13).

En la discusién del manuscrito se postula que pueden coexistir varios mecanismos
simultdneamente y desencadenar el efecto neto observado. Dichas alteraciones pueden
situarse en distintas localizaciones del circuito reflejo (por ejemplo, en la cadena de
interneuronas inhibitorias, en la motoneurona del nervio facial, entre otros). En efecto, ésta es
una explicacion plausible para la presencia y generacién de mioquimias en la ausencia de
lesiones bulbo-protuberanciales, como ya ha sido reportado en pacientes con EM (Jacobs y
cols., 1994; Sedaro y cols., 2000; Dupeyron y cols., 2001). Las mioquimias faciales representan
un fendmeno de hiperactividad ocasionado por la generacion focal de descargas ectdpicas a
nivel nuclear o perinuclear facial frecuentemente encontrado en pacientes con EM (Gutmanny
cols., 1993). Nuestros resultados sugieren que lesiones localizadas a distancia a nivel supra-
nuclear podrian afectar de modo asimétrico la excitabilidad de los circuitos trigémino-faciales y
favorecer fendmenos de hiperactividad facial, como por ejemplo, las descargas mioquimicas.
En EM, las mioquimias faciales se suelen auto-limitar a unas pocas semanas (Silva y Pearce,
1972; Gutmann y Gutmann, 2004), tipicamente entre dos semanas y seis meses, y raramente
sobrepasan el afio (Jacobs y cols., 1994). Sin embargo, se han descrito casos de pacientes con
EM con mioquimias faciales de reciente aparicién en las que la RMN no ha evidenciado una
nueva lesidon a nivel protuberancial (Sedano y cols., 2000; Dupeyron y cols., 2001). Algunos
autores (Jacobs y cols., 1994; Parisi y cols., 2013) han propuesto la ausencia de lesidon
objetivable por estudios de imagen como consecuencia de la resolucién de la lesién en
concomitancia o precozmente después del cese del cuadro clinico en la mayoria de los sujetos
que fueron estudiados. Otros autores (Emre Oge y cols., 1996; Sedano y cols., 2000) han
propuesto que no seria necesario la presencia de una lesiéon focal a nivel bulbo-protuberancial
en la generacion de mioquimias faciales en EM, y que se podria explicar debido a la existencia
de una hiperexcitabilidad de las fibras del nervio facial a nivel intra-axial debido a una posible
des-aferentizacidon funcional de las vias inhibitorias de su nucleo causada por las lesiones
desmielinizantes a nivel supranuclear, de manera similar a lo sugerido por nuestros resultados.

Los hallazgos del Trabajo 1 corroboran fuertemente las hipétesis realizadas previamente en
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pacientes con ictus en la era pre-RMN del posible efecto de las influencias de estructuras
supratentoriales sobre el control reflejo a nivel tronco-encefélico (Berardelli y cols., 19833;
Girlanda y cols., 1984) e investigado previamente solamente de manera parcial en pacientes
con EM (Mikropoulos y cols., 2010), y que se sustentan con firmeza gracias a los resultados
presentados aqui. El hallazgo de un cociente R2c/R2 alterado en pacientes con EM podria
representar un indicador precoz de enfermedad a ser evaluado en futuras investigaciones.

En resumen, hemos encontrado una subpoblacion de pacientes con EM que: 1.
Muestran falta de control reflejo sobre los circuitos trigémino-faciales de manera unilateral,
sin presentar alteraciéon de la conduccién a través del circuito del reflejo de parpadeo
(latencias normales); 2. Se hallan en un estadio mas precoz de enfermedad que los que no
presentan dicha alteracidn, sea desde el punto de vista clinico como en magnitud de carga
lesional; 3. En los cuales la alteracién de la excitabilidad refleja se correlaciona con una
distribucidn asimétrica de las lesiones evidenciadas por RMN a nivel supratentorial
hemisférico. El conjunto de estos hallazgos sugiere que lesiones desmielinizantes
supratentoriales pueden ejercer un efecto asimétrico sobre vias modulatorias descendentes
cortico-nucleares que controlan el reflejo de parpadeo, lo que explica la asimetria en
respuestas electrofisiologicas entre ambos lados y, de este modo, estar posiblemente
relacionadas con fendmenos de hiperactividad facial en ausencia de lesiones bulbo-

protuberanciales.

2. Trabajo 2

En consideracidn del objetivo especifico numero 2, el disefio experimental del Trabajo
2 ha sido orientado a investigar en pacientes con EM la integridad de las vias comisurales inter-
hemisféricas y el grado de excitabilidad de los circuitos subcorticales involucrados en la
preparacion de un acto motor. En paradigmas de tiempo de reaccién simple de activacion
balistica, como el que se ha usado en la realizacion de esta tesis, los sujetos pueden preparar
detalladamente su programa motor dado que conocen de antemano la tarea a ejecutar
(Hallett, 1990; Pascual-Leone y cols., 1992a,b; Henderson y Dittrich, 1998). En este paradigma,
el tiempo de reaccion es una medida fiable de la integridad y excitabilidad de las estructuras y
circuitos motores implicados en la ejecucion de la tarea.

Los resultados del Trabajo 2 evidenciaron que en un paradigma de tiempo de reaccion
los pacientes con EM muestran lentitud en la ejecucién de una tarea motora simple en
comparacion con sujetos sanos, un hallazgo previamente reportado en EM (Zeller y cols., 2001;

Stoquart-Elsankari y cols., 2010) que ha sido atribuido mayormente a fendmenos de deterioro
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en la funcion cognitiva y en el nivel atencional (Kujala y cols., 1995; Kail, 1998; De Sonneville y
cols., 2002; Godefroy y cols., 2002). En términos generales, nuestros resultados muestran que
la lentitud motora se correlacioné directamente con un enlentecimiento discreto del tiempo
de conduccidn por vias primarias sensitivas y motoras, examinado mediante el estudio de los
PEs. La afectacion focal de vias de conduccién sensorial o motora en el SNC es esperable como
parte del dafio multifocal y aleatorio tipicamente encontrado en EM. Sin embargo, la sola
dispersion espacial en la conduccién de las voleas de comandos sensitivos y motores, no es
capaz de explicar por si solo el retraso claramente mayor observado en el tiempo de reaccion.
Especificamente, hemos encontrado que el enlentecimiento motor en pacientes con
EM se manifestd en dos situaciones experimentales concretas: 1. Durante la ejecucién de
tareas que requieren transferencia inter-hemisférica de informacion (condicidn de tiempo de
reaccién “cruzado”); 2. Durante la ejecucidn de tareas que involucran la activacién subcortical
de circuitos (condicién de tiempo de reaccidn y efecto StartReact). Los hallazgos de ambas
situaciones pueden encontrar explicacion en el sustrato neuro-patoldgico especifico de la EM
previamente descrito. De la primera situacién experimental, el retraso en el tiempo de
reaccion “’cruzado” observado en pacientes con EM se correlacioné directamente con la
prolongacion del tiempo de conduccién transcalloso medido por EMT, lo que sugiere que el
dafio de vias comisurales esta en directa relacién con el enlentecimiento motor observado en
tareas cruzadas de integracidn sensitivo-motora. La disfuncién inter-hemisférica en pacientes
con EM ha sido previamente examinada mediante las pruebas neurofisioldgicas de la audicion
dicotémica, la localizacion tactil cruzada del dedo, el finger tapping alternado y el iSP
(Lindeboom vy ter Horst, 1988; Pelletier y cols., 1993; Barkhof y cols., 1998). Desde el punto de
vista metodoldgico es interesante notar la utilidad del estudio del tiempo transcalloso para la
interpretacion de los hallazgos presentados. En estudios previos la sensibilidad del iSP como
prueba utilizada en la deteccién de la afectacidn callosa en pacientes con EM ha sido puesta en
entredicho con resultados discordantes (Boroojerdi y cols., 1998; Hoppner y cols., 1999;
Schmierer y cols., 2002). Utilizando la latencia inicial y/o la duracién del iSP como parametros
diagnodsticos de dicha afectacidn, la sensibilidad de la prueba puede variar entre 28 y 80% en
etapas precoces de enfermedad. Estas discrepancias pueden estar relacionadas con factores
técnicos de adquisiciéon del pardmetro neurofisiologico (por ejemplo, el uso de musculos
diferentes en el registro de la mano, FDI vs abductor breve del pulgar), como a la obtencién de
un parametro falsamente positivo por lesiones localizadas “aguas abajo” en el sistema del
tracto cortico-espinal contralateral (Jung y cols., 2006). En relacion al ultimo aspecto, en este
trabajo hemos reparado en esta dificultad normalizando la latencia inicial del iSP (en cuyo

valor total se incluye el tiempo de conducciéon a través de la via cortico-espinal contralateral)
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por la latencia inicial del PEM obtenido por EMT del hemisferio opuesto, una metodologia ya
reportada previamente (Schmierer y cols., 2000), con la cual se obtiene un valor que es
representativo exclusivamente del tiempo de conduccion transcalloso o inter-hemisférico. De
este modo, hemos encontrado en pacientes con EM una significativa correlacién entre el
tiempo transcalloso y la diferencia calculada entre los tiempos de reaccién cruzado y no

cruzado. Podemos decir, en consecuencia, que el calculo del tiempo de conduccidon
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FIGURA 14. Arriba, representacion grdfica y por neuroimagen (RMN, corte coronal en secuencia FLAIR) del
encéfalo de las principales vias anatémicas comisurales en condiciones normales (izquierda, cuerpo calloso y
comisura blanca anterior) y de la afectacion de estructuras de linea media en un paciente con EM (derecha,
hiperintensidades de sustancia blanca), respectivamente. Abajo, diferencias en el efecto StartReact entre un
sujeto sano y un paciente con EM en el cual existe dafio de estructuras subcorticales y comisurales que
participan en la preparacion motora, observandose una menor aceleracion (longitud de flecha) en la reaccion
con sobresalto (bomba) con respecto a control.

transcalloso por estudio de EMT es una medida confiable de la conduccidn inter-hemisférica.
Ademas, en nuestro estudio confirmamos que la ejecucién de una tarea motora en el contexto
de un tiempo de reaccién “cruzado” puede ser utilizada como un paradigma que ciertamente
involucra integracion sensitivo-motora con transferencia inter-hemisférica de informacion, de
manera similar a otras técnicas neurofisioldgicas. Otros autores utilizando estudios con RMN
funcional han demostrado que durante la ejecucion de tareas unimanuales los pacientes con

EM presentan incapacidad para focalizar la actividad cerebral en el hemisferio cerebral

involucrado en el control del comando motor, es decir, en el hemisferio contralateral a la

104



Alteraciones de la excitabilidad refleja y del control motor en EM

ejecuciéon del movimiento (Manson y cols., 2008; Zeller y cols., 2011). Ademas, se ha
observado un aumento del reclutamiento funcional en las areas corticales sensitivo-motoras
del hemisferio homadlogo (que, en condiciones fisioldgicas no participa directamente en el
comando primario de la ejecucion de la tarea), lo cual sugiere disfuncion en los mecanismos de
inhibicidn transcallosa. Podemos concluir, de la primera condicién experimental del Trabajo 2,
que la disfuncién en los mecanismos de integracidn sensitivo-motora en la preparacién de un
acto motor es un fenédmeno fundamental en la lentitud motora observada en pacientes con
EM, y que dicho fendmeno puede subyacer especificamente en el sustrato neuro-patoldgico
de afectacion de vias comisurales propio de la EM, mayormente de aquellas que transcurren
por el cuerpo calloso.

Adicionalmente, para la evaluacion de los mecanismos de preparacion motora
subcortical hemos examinado en el Trabajo 2 la reaccidn motora en respuesta a la seiial
imperativa, acompafiada de un estimulo auditivo que provoca sobresalto (fendmeno
StartReact). En condiciones fisiolédgicas, un EAS aumenta la excitabilidad de los circuitos
subcorticales y acelera la ejecucién del programa motor previamente preparado (Valls-Solé y
cols., 1995, 1999), observandose un acortamiento del tiempo de reaccidn, conocido como
efecto StartReact. En esta situacidon experimental, cuantificamos que los pacientes con EM
muestran una reduccioén significativa del efecto StartReact que se manifesto sin relacion con el
paradigma de tiempo de reaccién utilizado (“cruzado” vs “no cruzado”) en la ejecucion de la
tarea motora. El fendmeno StartReact se genera probablemente a nivel subcortical por
activacion de vias descendentes reticulo-espinales, cuya energizacién es proporcional al grado
de aceleraciéon en la respuesta motora observada en condiciones fisiolégicas y que es
fundamental en los mecanismos de preparacién que ocurren previamente a la ejecucion de un
acto motor (Valls-Solé y cols., 1999; Nonnekes y cols., 2014). Esto se correlaciona con los
hallazgos de un estudio de Leocani y cols. (2005), el cual enfatiza la importancia de las
conexiones cortico-corticales y cortico-subcorticales en la falta de preparacién motora en
pacientes con EM con significativa carga lesional cerebral en los cuales se observd una
desincronizacion del ritmo electroencefalografico mu. El hallazgo de una ineficiente
preparacion motora como mecanismo involucrado también puede encontrar explicacion
neuro-patoldgica en la afectacion predominante que ocurre a nivel subcortical y
especificamente en el tronco-encéfalo de pacientes con EM, de manera similar como ocurre en
otras enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por significativa pérdida neuronal a
nivel tronco-encefalico (Valldeoriola y cols., 1998).

En resumen, los hallazgos del Trabajo 2 sugieren en su conjunto que el

enlentecimiento motor tipicamente observado en EM se asocia a una reducida energizacién de
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los mecanismos de preparacion subcortical para la ejecucion de un programa motor, como
también a una ineficiente integracién de la informacién sensitivo-motora relacionada con la
transferencia inter-hemisférica (Figura 14). Sin embargo, esto no descarta que otros
mecanismos ya propuestos tales como la disfuncién atencional y cognitiva, la fatiga muscular
(Morgante y cols., 2011), entre otros, estén contribuyendo a la explicacién del enlentecimiento

motor.

3. Trabajo3

En el trabajo 3 hemos utilizado el paradigma de tiempo de reaccidén “cruzado” vy
técnicas de RMN avanzada para estudiar la integridad de las vias comisurales del cuerpo
calloso y tronco-encéfalo en relacién al control motor durante la ejecucién de movimientos
estrictamente unimanuales. Hemos demostrado que los pacientes con EM muestran una
significativa falta de control motor sobre actividad sincinética durante la ejecucion de tareas
unimanuales, manifestada como actividad electromiografica en “espejo” (MEMG) exagerada.
Adicionalmente, hemos observado que la presencia de mEMG en pacientes con EM se asocia a
la afectacidn de estructuras comisurales cuantificado por estudios de RMN. El dafio anatémico
se observd mayormente a nivel microestructural del cuerpo calloso y a nivel estructural del
tronco-encéfalo.

Especificamente, la actividad en “espejo” fue observada en musculatura homodloga del
miembro opuesto al que ejecuta la accidén, de manera subclinica en la mayoria de los
pacientes, con excepcién de 2 pacientes en los cuales se observaron consistentemente
movimientos en espejo. La MEMG se manifesté con mayor frecuencia y amplitud en los
pacientes que en los sujetos sanos, especialmente en la condicidn de reaccidon “cruzada”, es
decir, en aquella en que la sefial imperativa de tipo somatosensorial fue aplicada en una
extremidad y la reaccidn debia realizarse con la extremidad contralateral. Esta metodologia
(paradigma de tiempo de reaccién “cruzado”) necesariamente involucra, primero, el transito
de inputs generados por la informacidn sensorial procesada (sefal imperativa de naturaleza
somestésica) que deben ser transferidos al hemisferio contralateral a través de vias
comisurales para su integracién y posterior elaboracion de la respuesta motora adecuada v,
segundo, la participacién activa de comandos inhibitorios a través de vias inter-hemisféricas
que impidan la activaciéon de musculatura no deseada.

Es interesante notar que los movimientos en espejo han sido descritos ampliamente
en otras enfermedades neuro-psiquidtricas (Parkinson, Huntington, esquizofrenia) pero no en

EM. Aunque la generacidon de la actividad en espejo ha sido mayormente atribuida a un
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defectuoso mecanismo de inhibicion inter-hemisférica (Hiibers y cols., 2008), otros
mecanismos también han sido involucrados (Figura 15), como la persistencia de un haz
cortico-espinal ipsilateral no decusado (Fig.15A y B), la actividad generada desde el mismo
hemisferio pero distribuido distalmente al lado contralateral (Fig.15C), la hiperactividad del
haz cortico-espinal contralateral o bien al overflow (excesiva actividad motora de salida;
Fig.15D) desde el haz
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en la generacion de actividad en espejo. La via de
conduccion cortico-espinal  involucrada en el
movimiento voluntario (decusada) es representada
en cada panel junto con la via de conduccion que
pacientes se asocia mayormente participa adicionalmente en la generacion de la
actividad sincinética no deseada: via ipsilateral (A y
B), ramificacion distal de via motora primaria (C) o
hemisferio cerebral opuesto a via contralateral (D). De: Mayston y cols., 1999,

resultados mostraron que la

actividad en espejo observada en

a una hiperactividad en el

donde el comando motor es
generado. Efectivamente, varios autores han descrito que los pacientes con EM muestran una
capacidad defectuosa de focalizar la actividad cerebral durante la realizacion de tareas
unimanuales observandose una exagerada activacion o reclutamiento de regiones cerebrales
del hemisferio contralateral (Zeller y cols., 2011), que podria ser de manera compensatoria
para restituir la funcion deficitaria como indicativo de falta de inhibicidn trans-hemisférica.
Desde el punto de vista neuroanatdmico, los resultados del Trabajo 3 muestran que la
presencia de actividad en espejo en pacientes con EM se asocia a dafio axonal del cuerpo
calloso y a atrofia del tronco-encéfalo examinados por técnicas no convencionales de RMN. Es

bien conocido que el cuerpo calloso es la principal estructura comisural del cerebro. En
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pacientes con EM, son indicadores de afectacion callosa tanto la presencia de lesiones
desmielinizantes focales como la atrofia del cuerpo calloso, que pueden ser reveladas incluso
en etapas precoces de enfermedad (Simon y cols.,, 1986; Gean-Marton y cols., 1991). En
nuestro estudio, la carga lesional del cuerpo calloso no se correlacioné con mEMG pero si lo
fueron las medidas de dafio microestructural por DTl (MD y AD). Las alteraciones encontradas
en AD sugieren dafio axonal microestructural en los tractos examinados (Boretius y cols.,
2012). De este modo, la asociacidn encontrada entre la presencia de mEMG y el mayor dafo
axonal del cuerpo calloso (sin observarse diferencias en la carga lesional), sugieren que la
actividad en espejo esta relacionada con la presencia de lesiones hemisféricas y degeneracion
axonal walleriana secundaria de fibras trans-hemisféricas (que transcurren por el cuerpo
calloso) y no a la interrupcién directa de la conduccién ocasionada por lesiones localizadas en
el cuerpo calloso. El tipico patrén de afectacion callosa en “dedos de Dawson” es caracteristico
de un sustrato multi-lesional de tipo desmielinizante (confluencia de lesiones focales), mas
frecuentemente observado en estadios moderados y mas avanzados de enfermedad. Es
interesante considerar, sin embargo, que los hallazgos de este estudio se presentan en una
poblacién de pacientes con EMRR en un estadio mas bien leve-moderado de enfermedad
(EDSS<6) en los cuales el patrén de “dedos de Dawson” no es la regla, y que, por lo tanto, no
podemos extrapolar estos efectos necesariamente a pacientes con estadios de la enfermedad
mas avanzados. Finalmente, se ha encontrado que la actividad en espejo se asocia a atrofia del
tronco-encéfalo, la cual ha sido efectivamente reportada como un hallazgo habitual incluso en
etapas precoces de EM (De Stefano y cols., 2001; Chard y cols., 2002b). A cada lado del tronco
del encéfalo discurren en forma paralela los tractos cortico-espinales. Conexiones entre tractos
cortico-espinales homdlogos a través de interneuronas inhibitorias participan ciertamente en
el control de la ejecucion de tareas unimanuales a nivel infratentorial y espinal (Peterson y
cols., 1975; Soteropoulos y cols., 2013). Aunque no se descarta que la atrofia tronco-encefilica
sea un epi-fendmeno en pacientes con EM con mayor carga lesional en relacion a estadios mas
avanzados de enfermedad (lo cual especificamente no ha sido examinado en detalle en este
estudio), los resultados de este estudio muestran que la disfuncidén de estructuras cerebrales
de la linea media sea a nivel supra-tentorial (cuerpo calloso) como infra-tentorial (tronco del

encéfalo) impiden un correcto control unimanual.
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Actualmente, la EM es una de las enfermedades neuroldgicas que genera mayor
discapacidad en personas activas laboralmente como consecuencia del curso crénico y
lentamente progresivo en su evolucion. El estudio de los mecanismos involucrados en la
discapacidad funcional de aparicidon precoz es fundamental para orientar nuevas formas de

tratamiento y eventualmente de prevencion.

Esta tesis revela resultados que son relevantes desde el punto de vista fisiopatoldgico,
neuroanatémico y clinico en los pacientes con EMRR. Primero, se confirma con técnicas
neurofisiolégicas que los pacientes con EM ya desde estadios con bajo grado de afectacion
neurolégica (por escalas clinicas y cuantificacion de carga lesional encefalica) presentan
alteraciones subclinicas de la excitabilidad del control reflejo tronco-encefalico. Estas
alteraciones se asocian a un efecto modulador anormal ocasionado por lesiones “a distancia” y
distribuidas asimétricamente en los hemisferios cerebrales. Segundo, se ha evidenciado que la
lentitud de reaccion motora (tipicamente atribuida a deterioro cognitivo) se relaciona
significativamente con una disfuncion en los mecanismos de preparacion motora que involucra
circuitos subcorticales y vias comisurales de integracién sensitivo-motora. Tercero, los
pacientes con EM muestran una falta de control con incapacidad de focalizar la actividad
motora voluntaria en un segmento corporal, observandose que tal disfuncion subyace en el
dafio de estructuras encefdlicas de la linea media que conectan las vias motoras de ambos
lados. En conjunto, estos hallazgos neurofisioldgicos revelan las consecuencias funcionales del
patrén tipico de dafio estructural en pacientes con EMRR: distribucién de lesiones sub-
hemisféricas de manera aleatoria en estadios iniciales de enfermedad, y predileccién por

afectacién de estructuras comisurales como el cuerpo calloso y el tronco del encéfalo.

Los beneficios directos de la presente tesis doctoral permiten explicar: 1. Los
fendmenos fisiopatoldgicos relevantes que ocurren en pacientes con EM en una etapa
relativamente precoz de enfermedad y que pueden ser utilizados potencialmente como
marcadores diagndsticos y de evolucion (como por ejemplo, el cociente R2¢/R2) vy, 2. Los
mecanismos neurofisioldgicos asociados al sustrato neuropatoldgico tipico que participan en la
discapacidad de los pacientes con EM (por ejemplo, la bradicinesia y la falta de control motor).
Esto permitird posiblemente en el futuro buscar estrategias especificas para evitar el dafio o
compensar los mecanismos deficitarios encontrados en estos pacientes. En una época en la
cual los estudios de neuroimagen han mostrado un auge como técnicas diagndsticas del
sustrato neuropatoldgico a nivel estructural, en contrapartida, es fundamental reforzar la

utilidad de las técnicas neurofisiolégicas como una de las principales herramientas diagndsticas
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en el estudio de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en los trastornos de la
excitabilidad refleja y del control motor de las enfermedades neuroldgicas (como ocurre en
EM), los cuales no son susceptibles de ser examinados con similar profundidad y especificidad

con otras técnicas diagndsticas.
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