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Resumen

Caracterizacion de la transicion entre estados de salud usando correlaciones espa-

ciales y temporales de la senal cerebral de resonancia magnética funcional (fMRI)

y de difusion (dMRI)

Caracterizar el funcionamiento y la estructura del cerebro humano conforma uno
de los desafios mas interesantes desde tiempos inmemoriales. Entender sus posibles esta-
dos y alteraciones a partir de las bases del conocimiento presenta infinidad de obstaculos,
algunos de los cuales han podido sortearse. Los avances en materia cientifica y tecnoldgi-
ca del siglo XX, permitieron un abordaje prometedor en este campo, siendo sin lugar a
dudas la técnica de imagenes por resonancia magnética nuclear (MRI) la méds promete-
dora para el estudio del cerebro, constituyendo un claro ejemplo del alcance de la Fisica
a otras disciplinas, como lo es la Medicina. Este tipo de métodos tienen un rol funda-
mental en los estudios interdisciplinarios ya que empujan constantemente los limites de

las ciencia y la tecnologia.

El principal objetivo de esta Tesis es implementar técnicas de imagenes de difusién
de MRI (dMRI) e imagenes funcionales en estado de reposo (fMRI) para evaluar posibles
anomalias presentes en la microestructura de fibras nerviosas de sustancia blanca, y en
las conectividades funcional y estructural en personas en riesgo genético de padecer la
enfermedad de Alzheimer (AD). Con este propésito, se expandieron las métricas ya co-

nocidas para fMRI y dMRI de modo tal de definir posibles predictores de la enfermedad.

Para llevarlo a cabo, se ha explorado una muestra de sujetos adultos cognitiva-
mente asintomaticos, pero con antecedentes de la AD en familiares de primer grado,
mediante diversas metodologias. Se ha estudiado la arquitectura de las vias que co-
nectan las dreas cerebrales que se ven primeramente afectadas durante la enfermedad
mediante el andlisis de dMRI. Se caracterizaron también la conectividad funcional y
estructural de esta muestra de sujetos y se las comparé con la de un grupo de perso-
nas demograficamente equiparables pero sin antecedentes familiares de AD. Ademads,
se asociaron estos aspectos con variables comportamentales y con la morfologia de re-
giones cerebrales de especial interés para la enfermedad. Por ultimo, se buscé construir
una métrica que cuantifique el acoplamiento entre las dos conectividades previamente

obtenidas, funcional y estructural.
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Las técnicas puestas a prueba para el estudio de la sustancia blanca han revelado
una alteracion en su integridad en el grupo de estudio en comparacién al grupo control.
Este deterioro se observé en la regién posterior del cuerpo calloso, un gran haz de fibras
que conecta transversalmente los dos hemisferios cerebrales, y una pequena porcion
del férnix derecho. Llamativamente, las conexiones que forman parte de este sector
deteriorado de sustancia blanca involucran regiones que se ven afectadas por la AD. Por
su parte, se hallaron también diferencias en la conectividad funcional obtenida a partir de
la corteza entorrinal, viéndose disminuida en el grupo con antecedentes familiares de AD.
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la conectividad funcional a
partir de los niicleos taldmicos anterodorsales ni en la conectividad estructural global.
Finalmente, se logré una métrica que describe el acoplamiento de las conectividades en
distintos enfoques: por grupo de estudio, por regién de interés y por pares de conexion.
Para este udltimo caso se han encontrado no sélo pares de conexién de regiones cuyo
acoplamiento de conectividades es estadisticamente diferente entre grupos, sino también
conexiones con acoplamiento significativo en el grupo control y no en el grupo asociado

a la AD, marcando una potencial deficiencia.

Replicar los resultados aqui presentados en otras muestras similares de sujetos
con antecedentes familiares de primer orden podria resultar en importantes implicancias

para la definicién de la conectividad cerebral en estadios tempranos de la AD.

Palabras clave: conectividad cerebral, microestructura de sustancia blanca, en-
fermedad de Alzheimer, imagenes de difusién por resonancia magnética (AMRI), image-

nes funcionales por resonancia magnética (fMRI).



Abstract

Characterization of the transition between healthy states using spatial and
temporal correlations of the cerebral functional MRI ( fMRI) and diffusion MRI
(dMRI) signals

Characterizing the function and structure of the human brain is one of Mankind’s
most interesting challenges. Understanding its states and alterations present a number
of obstacles, some of which are being already overcome. The advances in scientific and
technological matters of the 20" century allowed a promising approach in this field, being
doubtless the nuclear magnetic resonance imaging (MRI) technique the most promising
for the study of the brain, constituting a clear example of the scope from Physics to other
disciplines, such as Medicine. These types of methods play a key role in interdisciplinary

studies since they constantly push the limits of science and technology.

The main objective of this Thesis is implementing diffusion MRI (dMRI) and
functional MRI (fMRI) techniques to assess anomalies present in the microstructure of
white matter fiber nerves, and structural and functional connectivity, in persons who are
at risk of developing late-onset Alzheimer’s Disease (AD). With this purpose, we have
expanded known metrics of fMRI and dMRI data with the aim of quantifying predictors
of AD.

To achieve this, we studied a sample of middle-aged asymptomatic offspring of
patients diagnosed with late-onset AD with diverse methodologies. We explored white
matter architecture of pathways which connect brain regions that are firstly affected by
AD, by processing dMRI data. We also obtained and compared functional and structural
connectivity observations between the group of interest and a similar control group
without family history of AD. In addition, we sought associations of structural and
functional metrics with cognitive scores and morphologic grey matter measures. Lastly,

we defined a coupling metric between structural and functional connectivity.

The implemented techniques to study the white matter microstructure revealed
a subtle alteration in the group of offspring of late-onset AD compared with the con-
trol group. This deterioration is presented in posterior corpus callosum and right fornix.

Surprisingly, this abnormal white matter area involves connections between grey matter
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regions that are affected by AD in its initial stages. We found decreased functional con-
nectivity from the entorhinal cortex in the experimental group compared with healthy
persons without a family history of AD. However, we did not find any significant diffe-
rence in the functional connectivity from anterodorsal thalamic nuclei, as described in
neuropathological reports, nor in regards to global structural connectivity. Finally, we
developed a metric which describes the coupling between connectivities in three approa-
ches: per group, per region of interest, and per connection. In the latter case, we found
not only pairs of brain regions with statistically significant coupling, but also connec-
tions that are significant only in the control group, which suggests a potential deficit in

the middle-aged offspring of AD patients.

If replicated, the present observations of functional and structural brain connecti-
vity changes in cognitively normal persons with family history of AD may bear important

implications for the definition, early diagnosis in early stages of the disease.

Keywords: Brain connectivity, white matter microstructure, Alzheimer’s Disease,
diffusion MRI (dMRI), functional MRI (fMRI).
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Contexto y objetivos

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un gravisimo problema de salud piblica que
constituye hasta un 70 % de casos de demencia en todo el mundo. Segin el tltimo reporte
mundial de la Asociacién Internacional de Alzheimer, en 2020 habia més de 50 millones
de personas padeciendo algin tipo de demencia y alrededor del 60 % pertenecia a paises
de ingresos bajos y medios. Ademds, en paises centrales la prevalencia de demencia en
personas de més de 65 anos de edad es de aproximadamente un 8 %, con un aumento
con la edad (hasta mediados de la 10° década de vida) que hace que la incidencia de
problemas cognitivos se duplique cada 5 a 10 anos y asf alcance a un 30 % en las personas
de més de 85 anos. En esa linea, para el afio 2050 se estima que el niimero de pacientes
con demencia ascenderd a 152 millones y el 71 % se centrard en paises de ingresos bajos
y medios (Fig.1.1). Estas estadisticas sefialan una necesidad imperiosa de desarrollar
mecanismos de deteccién tempranos que permitan evitar el avance de la enfermedad en

personas que se encuentran en riesgo de padecerla.

La presente Tesis se enmarca en un proyecto global, interdisciplinario y trans-
modal que se basa en la exploraciéon de una muestra de sujetos adultos cognitivamente
asintométicos descendientes de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (AD) de inicio
tardio. Como se explicara en el Capitulo 3, es debido a estos antecedentes familiares que
el grupo de sujetos se encuentra en riesgo de desarrollar la enfermedad. El principal
objetivo de este proyecto global, es detectar indicios neurobiolégicos de manifestaciones
patoldgicas previas al desarrollo y diagndstico de AD. Para llevarlo adelante, se propuso
realizar un estudio sistemaético y controlado de los predictores de AD en hijos de pacien-
tes con esta enfermedad. En este contexto, se han implementado una serie de técnicas
no invasivas, que abarcan desde la evaluacion del rendimiento neurocognitivo, estudios
clinicos, y andlisis de la anatomia y funcionamiento del cerebro. La hipdtesis central

que subyace este proyecto es que la progresion de lesiones caracteristicas de la AD son

1
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N°® de personas (en millones) con demencia en paises de
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FIGURA 1.1: Estimacion del nimero de personas (en millones) que padecerdn demencia
en las prozimas décadas, clasificados segun los ingresos de sus paises. Grdfico reportado
por la Asociacion Internacional de Alzheimer.

precedidas por anomalias en el funcionamiento y anatomia del cerebro, que resultan en

alteraciones genéticas que predisponen a padecer la AD.

En particular, esta Tesis se ha dedicado a buscar anomalias en la estructura de sus-
tancia blanca y el funcionamiento del cerebro mediante herramientas de neuroimagenes,
como son las imagenes de difusién y funcionales de resonancia magnética. La imple-
mentacion de estas técnicas condujo a la caracterizacién de la conectividad estructural
y funcional del cerebro, aspectos claves para la poblaciéon objetivo del proyecto global.
A su vez, estas herramientas fueron puestas a prueba en un escenario donde su objeti-
vo podria resultar considerablemente més sutil (y por ende mas complejo de detectar)
que un escenario dado por pacientes con atrofias macroscépicas debido al avance de la

enfermedad.

A continuacién se detallan los objetivos especificos de la Tesis.

= Calculo de métricas que describan la microestructura de sustancia blanca y cuan-

tifiquen cambios respecto a un grupo control,

= aplicacion de algoritmos probabilisticos de tractografia y generacién de streamlines

con el fin de obtener las matrices de conectividad estructural correspondientes,
= exploracion de dichas matrices a través de la teoria de grafos,

= andlisis de imagenes funcionales en estado de reposo y obtencién de las matrices

de conectividad funcional,

= busqueda y desarrollo de una métrica que describa el acoplamiento,
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1.2.

establecer asociaciones con variables que describan otros aspectos del cerebro en

la misma poblacion de estudio,

en todos los casos, aplicar pruebas para medir el poder estadistico de los resultados

obtenidos.

Estructura de la Tesis

Esta Tesis esta escrita en 6 capitulos:

En este capitulo 1 se presentan la motivacién del trabajo, su lugar en el proyecto

interdisciplinario que lo engloba, y sus objetivos especificos.

. En el capitulo 2 se introduce el concepto de las imégenes de resonancia magnética

haciendo especial énfasis en las imédgenes por difusion, sus fundamentos fisicos y
sus alcances. Ademads se complementa con las nociones de conectividad cerebral
en general y conectividad funcional en particular, y su abordaje mediante teoria

de grafos.

En el capitulo 3 se introducen los conceptos basicos sobre neuroanatomia y la

enfermedad de Alzheimer necesarios para el entendimiento de la Tesis.

En el capitulo 4 se presenta y detalla la metodologia aplicada sobre los datos de
dMRI y fMRI. Ademds se explica el procedimiento para el acoplamiento de las

conectividades funcional y estructural.

En el capitulo 5 se reportan los resultados obtenidos a partir de las técnicas apli-
cadas, incluyendo los que forman parte de publicaciones en revistas cientificas por

referato como aquellos que atin no han sido publicados.

En el capitulo 6 se discuten y analizan todos los resultados expuestos anterior-
mente, tanto desde un enfoque técnico (con logros y limitaciones) como desde
una posible contribucién a la literatura de la enfermedad de Alzheimer en estado

preclinico. Ademas se plantean posibles perspectivas de trabajo futuro.



Capitulo 2

Neuroimagenes

2.1. Imagenes por resonancia magnética

Las imagenes por resonancia magnética (MRI) constituyen una técnica no invasiva
utilizada para obtener imagenes seccionadas de la estructura y composiciéon del cuerpo
que se desea estudiar, a través del fenémeno fisico de la resonancia magética (MR)

nuclear.

La MRI se basa en la interaccién entre los nicleos atémicos y un campo magnético
estatico y homogéneo By = By 4. Como resultado de dicha interaccién se tiene la prece-
sién del espin de los niicleos atémicos alrededor del campo By con una frecuencia angular
definida y conocida como frecuencia de Larmor. De la fisica cudntica se sabe que, segun
el desdoblamiento de Zeeman, los espines podran tomar dos estados con distinta energia,
es decir, los espines podran orientarse en su modo paralelo o anti-paralelo al campo go.
Como consecuencia se tiene una magnetizaciéon neta (Mg = My 2) no nula en la misma

direccién al campo magnético aplicado By.

Dicha magnetizacion My puede ser perturbada mediante la aplicacién de pulsos
magnéticos oscilantes en la frecuencia de resonancia (la ya mencionada frecuencia de
Larmor) logrando componentes no nulas en su plano transversal. Como consecuencia
los espines entran en fase y se tiene una magnetizacién total macroscépica transversal

(M (t)) con dependencia temporal que puede ser medida por una bobina externa.

Otro fenémeno a tener en cuenta son las dos latencias de decaimiento del sistema de
espines posterior a la magnetizacion transversal. La primera de ellas, es la denominada
relajacién longitudinal, que se denota 77 y es debida a la interaccién del sistema de
espines con su vecindario atémico. Brevemente, una vez perturbada la magnetizacién
neta a su plano tranversal, la misma comenzara a perder energia y tendera a su direccién
original paralela al campo By. La segunda, es producto de la pérdida de coherencia de

las fases de los espines del sistema. Es decir, luego de la excitacion, los espines perderan

4
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coherencia gradualmente y quedaran desfasados entre ellos. Dicha latencia, se denomina
relajacién transversal y se denota Th. Cada sustancia (agua, grasa, hueso) tiene sus
propios 11 y 15 asociados, los cuales se ven reflejados en la imagen final reconstruida
facilitando la distinguibilidad de las diferentes estructuras del objeto observado. En la
Fig. 2.1 se muestran imagenes de resonancia magnética con contraste 77 de un vegetal

y una fruta pudiéndose observar en detalle el interior de los mismos.

FiGuraA 2.1: Imdgenes de resonancia magnética de contraste Ty de un vegetal y una
fruta. Debido a los tiempos de decaimiento caracteristicos de cada sustancia que los
componen se observa en detalle el interior de los mismos.

Los fenémenos fisicos introducidos en esta seccién describen brevemente los fun-

damentos de MRI y pueden ser expresados conjuntamente en la ecuacion de Bloch 2.1:

dé\f:7Mx§0+7{1(M0+MZ)2—7{2(Mxi*—|—Myg), (2.1)
siendo ~ la constante giromagnética. El primer término del miembro derecho representa
la precesién (a frecuencia de Larmor) de la magnetizacién total M de un sistema de
espines alrededor de un campo magnético uniforme B,. El segundo término se refiere a
la magnetizacion (M ) gobernado por el tiempo de relajacién longitudinal 77, mientras
que el ultimo término describe el cambio ocurrido en el plano transversal gobernado
por el tiempo de decaimiento T5. La solucién a la ecuacién 2.1, asi como también una
descripcién acabada de los conceptos mencionados anteriormente pueden ser encontrados

en el trabajo de Brown y cols. [7].
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En lo que sigue del capitulo, se presentan y explican los conceptos bésicos de la
adquisicién de MRI analizada y estudiada en esta tesis, asi como también los conceptos

obtenidos y construidos a partir de la misma.

2.2. Imagenes de difusiéon por resonancia magnética

Una de las técnicas disponibles dentro de la familia de MRI es la denominada
imdgenes de difusién por resonancia magnética (AMRI), la cual tiene la capacidad de
medir los movimientos locales difusivos de las moléculas de agua que componen el cuerpo
observado. Como se vera en esta seccién, esta técnica tiene un gran alcance dentro de
la Neurociencia y la Medicina, ya que hace uso de las ventajas y, de las que podrian
parecer, desventajas de las propiedades fisicas de los movimientos locales permitiendo
reconstruir de modo no invasivo la estructura y geometria subyacentes del objeto de

estudio.

2.2.1. Difusién

Fisicamente, los movimientos difusivos de las moléculas de agua pueden ser en-
tendidos como movimientos aleatorios inducidos por la energia térmica de las moléculas
causando colisiones aleatorias entre ellas. Macroscépicamente, este fenémeno se describe

a través de la Primera Ley de Fick:
J =-DVC(C, (2.2)

donde J es el flujo neto de las moléculas, D es la difusividad (también llamada coeficiente
de difusién) y VC es el gradiente de concentracién de las moléculas. El signo menos indica

que las moléculas se desplazan de un lugar de mayor concentracién a uno de menor.

Por su parte, en 1905, Albert Einstein introdujo la funcién densidad de probabili-
dad (PDF) de difusién p(7), permitiendo cuantificar la fraccién de un gran conjunto de
particulas que se desplazan en un medio libre durante un tiempo ¢. Dicha PDF resulta

ser una distribucién Gaussiana:

D ry = ———— e~ 4D 2.3
") = e 23
donde N es el numero de particulas, 7 es el vector desplazamiento y D nuevamente es
el coeficiente de difusion de la ecuacién 2.2. La superficie de probabilidad de p toma la
forma de una esfera centrada en el origen, lo que indica que la difusién es isotrépica,
es decir existe la misma probabilidad de desplazamiento de las moléculas en cualquier

direccién.
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De la ecuacién 2.3 se desprende la relacién entre el desplazamiento cuadratico

medio ({||7]|*)) de un ensamble de moléculas y el coeficiente de difusién:

(I71*) = 6Dt. (2.4)

Las ecuaciones 2.3 y 2.4 se cumplen en el caso de un medio libre, es decir cuando las
moléculas de agua se encuentran en un medio sin obstéculos ni barreras. A continuacién

se presentan otros casos.

2.2.2. Difusion en medios con arquitectura definida

El movimiento difusivo de las moléculas de agua presentes en ciertos fluidos (por
ejemplo, tejidos biol6gicos) puede verse restringido debido a la arquitectura propia del
medio, provocando una disminucién tanto en la distancia cuadratica media como en el
coeficiente de difusién (comparados con sus andlogos en un medio libre y a ¢ suficien-
temente largo) y predominando asi los efectos de los obstaculos y la microestructura
presentes [8]. Aqui reside la clave del impacto de dMRI: es la tnica técnica in vivo que
toma ventaja de dicha restriccion para describir las caracteristicas morfolégicas y la

organizacion geométrica en tejidos bioldgicos.

En la Fig. 2.2 se presenta el esquema de la Figura 1b del articulo de Le Bihan y cols.
[1], en la cual se muestra cémo la arquitectura de lo que podrian ser tejidos biolégicos
modula el movimiento de difusivo. Segtn tal arquitectura se tienen los siguientes tipos

de difusion:

= difusién restringida: los movimientos aleatorios de las moléculas son limitados

dentro de un compartimento cerrado (Fig.2.2, caso A),

» difusion obstaculizada: los movimientos aleatorios de las moléculas son entor-

pecidos por obstéculos en el medio (Fig. 2.2, caso B).

Al calcular la difusividad D en cualquiera de estos casos se observa una disminucién
respecto del caso en el medio libre, y se genera una dependencia funcional con la forma y
el tamanio de los obstaculos limitantes [9]. Debido a esto, el coeficiente D es reemplazado

por el coeficiente de difusién aparente (ADC) [8].

Cualquiera sea el escenario de los presentados en la Fig. 2.2, es posible que la
difusién sea ademads isotrépica o bien anisotrépica. En el primer caso, la superficie
de probabilidad de p es nuevamente una esfera pero con un radio de difusién menor
comparada con el caso de medio libre (Fig. 2.3 izquierda) y el valor de ADC no depende
del punto en el que se lo calcule. En cambio, el caso anisotrépico presenta direcciones

de desplazamiento de las moléculas con distintas probabilidades de ocurrencia siendo
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FIGURA 2.2: Figura adaptada del articulo [1]. Se esquematiza la difusidn restringida

(A) y la obstaculizada (B). El caso C es la combinacion de los dos anteriores, en el cual

la molécula puede salir del compartimento inicial pero su trayectoria continia siendo
entorpecida por los obstdculos presentes.

la superficie de probabilidad p un elipsoide (Fig.2.3, derecha). Esto indica que ya no
es posible describir el ADC mediante un tnico escalar y la ecuacién 2.3 es modificada

como sigue:
]. —+T p=l,

p r) = —— e 4t s 25
(™) @ D] (2.5)
donde D es el tensor que caracteriza la difusion aparente en un medio no homogéneo

con obstaculos para las moléculas de agua y se expresa:

Dyy Dym Dy
Dyy Dyy Dy (2.6)
Dy, Dyz D,,.

(rt)

6t

D:

Debido a la simetria del tensor D), es posible describirlo mediante seis parametros,
tres autovectores y tres autovalores, quienes a su vez definen el elipsoide de la superficie
de probabilidad p de 2.5.

Tanto la difusién restringida como la obstaculizada estan presentes en tejidos

bioldgicos debido a su arquitectura y composicién. El cerebro estd compuesto por tres

Qo

FiGURrA 2.3: Superficies de probabilidad de p sujetas a la arquitectura presente gene-
rando: (izquierda) difusion isotrdpica en medio libre, (medio) difusion isotrdpica res-
tringida, (derecha) difusion anisotrdpica en un medio restringido y con obstdculos.
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tejidos bien diferenciados que impactan en el movimiento difusivo de las moléculas de

agua, y se los presenta a continuacién.

2.2.3. Difusién en tejidos bioldgicos

A nivel macroscépico, el cerebro humano estd formado por tres tejidos bioldgicos

(Fig. 2.4, panel izquierdo):

» Sustancia gris (GM): constituye principalmente la capa més externa del cerebro,
estd compuesta por los cuerpos de las células neuronales y células de la glia que
le proveen sostén y otras funciones de tipo metabdlico. Debido a su arquitectura
interna, las moléculas de agua que la componen difunden restringida pero isotrépi-

camente.

» Sustancia blanca (WM): es la gran masa del cerebro integrada por las fibras ner-
viosas mielinizadas (ver panel derecho Fig.2.4), se encarga primordialmente de
transmitir informacién en forma de senales eléctricas, desde y hacia regiones de
la GM. Debido a su microestructura interna, las moléculas de agua difunden an-
isotrépicamente, siendo los propios axones las barreras que gobiernan el movimien-

to difusivo.

» Liquido cefalorraquideo (CSF): se ubica mayoritariamente en los ventriculos y
alrededor del cerebro brindéndole proteccién mecdnica e inmunolégica. Aqui las
moléculas también difunden de modo isotrépo pero menos restringidamente que
en la GM.

SumEsncia gna

Sistanoin
blarca

Mighina

Liquidia

ol aloerasyiiid s

Dendritas

FIGURA 2.4: (Izquierda) Esquema del cerebro humano en la vista coronal, se senalan
sus tejidos constituyentes. (Derecha) Esquema de la célula neuronal con sus diversos
componentes.

Se dice que la arquitectura de la WM es mads organizada que la del resto de
los tejidos biolégicos debido a las barreras introducidas por los axones mielinizados
y la membrana celular. Dichas barreras son las que definen una fuerte dependencia

direccional: las moléculas de agua se ven mucho menos obstaculizadas y restringidas a
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lo largo de los axones que en la direccién perpendicular a ellos (Fig. 2.5). De este modo,
al estudiar las imagenes de dMRI es posible obtener informacién de la geometria de las

fibras nerviosas que componen el cerebro.

F1GURA 2.5: Esquema de fibras nerviosas en la direccion principal del elipsoide definido
por movimientos aleatorios en un medio anisotropico y restringido.

2.2.4. Senal y adquisicién de dMRI

En breves palabras, un resonador magnético estd compuesto por un iman super-
conductor, el cual genera un campo magnético estatico; bobinas de radiofrecuencias (RF)
operando a la frecuencia de Larmor, que emiten y reciben senal; bobinas de gradiente, las
cuales dan informacién espacial de la senal; y las bobinas de calce, las cuales mantienen

la uniformidad del campo magnético aplicado.

La senal recibida por la bobina detectora de RF, que luego sera reconstruida pa-
ra lograr la imagen correspondiente, no sélo depende de las propiedades del objeto de
estudio sino también de las caracteristicas del campo magnético, pulsos y gradientes
aplicados (intensidad, tiempo de duracién, orden de aplicacién, etc.), lo que se deno-
minada secuencia de adquisicién. La secuencia implementada para medir propiedades
difusivas es, con algunas variaciones, la espin-eco (SE) [10]. La misma consiste en excitar
los nicleos atémicos aplicando dos pulsos de RF en distintos planos: el primero pertur-
ba la magnetizacién M y el segundo revierte el desfasaje de los espines con el fin de
re-focalizar la senal antes de recolectarla. A esta secuencia SE se le agregan gradientes
de difusién lineales [11]. Esta secuencia se denomina espin-eco con gradientes pulsados
(PGSE) y se ilustra en la Fig. 2.6.

La siguiente es la expresién matematica que describe la senal que permite estudiar
los movimientos difusivos [11]:

S = SpebP, (2.7)

donde S es la senal atenuada por los gradientes de difusién y detectada por la bobina,
So es la senal sin los gradientes de difusién, D es el coeficiente de difusién ya conocido
y b engloba todos los pardmetros de adquisicién [8]. El factor b es fundamental ya que

indica cuan sensible es la adquisicion a la difusion del cuerpo de estudio y es el que debe
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FIGURA 2.6: Esquema ilustrativo de la secuencia PGSE: a una secuencia SE (RF, supe-
rior) se le agregan gradientes de difusion (G, medio), los cuales generan una atenuacion
en la senal final recolectada (S, inferior).

ajustarse para lograr los efectos deseados en la imagen final resultante. Su expresién es:
b =?|7]* 6% (A — §/3), (2.8)

donde v es la constante giromagética de los nicleos de hidrégeno, ¢ son los campos

gradientes aplicados, § es la duracién de gy A es el intervalo entre g (Fig. 2.6).

Manipulando la expresién 2.7, se obtiene:

— In(4) = — In <SSO> = bD (2.9)

El miembro izquierdo de la ecuacion 2.9 contiene la informacién detectada por el
resonador magnético, donde A es la atenuacion de la senal, mientras que el lado derecho
la difusividad del medio y los pardametros de adquisicién. Asi por ejemplo, un alto valor

de b (b>3000s/mm?) resultarfa en un mayor decaimiento de la sefial S.

La ecuacién 2.9 determina la relacién entre la senial medida S, la senal sin difu-
sién Sy, el factor b y la difusividad D tanto en un medio libre (Fig.2.7, panel izquierdo)
como en un medio restringido (ADC), a pesar que la relacién no es lineal en este dltimo
caso (Fig.2.7, panel derecho). Sin embargo, se asume que el ADC' es equivalente a la
pendiente definida desde el origen de coordenadas hasta el punto (b, -1In(A4)). Adems4s,
del grafico derecho de la Fig. 2.7, se observa que al modificar los pardmetros de adqui-
sicién que componen b, se modifica también el valor obtenido de ADC para un mismo
medio. Esto se debe a que incrementar el tiempo de difusién (equivalente a aumentar el
factor b) permite que mas moléculas choquen con la membrana celular, disminuyendo el
desplazamiento medio de las mismas, reduciendo la atenuacién de la senal y llevando a

un valor menor de -1In(A) respecto al caso de medio libre [8].
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FIGURA 2.7: Relacidn entre la atenuacion de la senal Sy el factor b para (izquierda) un

medio libre donde la pendiente resulta ser el coeficiente de difusividad D y el mismo no

depende del b utilizado; (derecha) medio restringido donde el coeficiente de difusividad
aparente (ADC) medido si depende del factor b utilizado.

2.2.5. Modelo tensorial de difusién

Tal como lo expresa la descomposicion de la ecuacién 2.6, el ADC' de la ecuacién 2.9
es descripto por un tensor simétrico de 6 pardmetros independientes (Dyz, Dyy, D>z, Dy,
D,., Dy.), donde (z, y, z) son las direcciones principales en el sistema de referencia del
iman superconductor del resonador magnético. Esto implica que durante la adquisicién
de imagenes se necesita aplicar gradientes de difusién g en esos ejes principales (z, y,
z), los cuales resultan en 6 direcciones no colineales desde el sistema de referencia del
objeto observado [12-14]. Los tres ejes principales del resonador magnético se definen
como sigue: x de izquierda a derecha, y de atras hacia adelante, y z de abajo hacia
arriba. En la Fig. 2.8, se esquematizan las 6 componentes del tensor ADC, se observa
como cambia la imagen de cerebro reconstruida segin la direccién del gradiente aplicado.

El tensor de difusividad aparente se descompone del siguiente modo:

D = EAET, (2.10)
M 00
E = (61762763) A = 0 )\2 0
0 0 X3

donde e; y \; (=1, 2, 3) son los autovectores y autovalores del tensor de difusividad
aparente. Por convencién se ordena A tal que A; > Ao > A3, fijando asi el vector eq, el
cual coincide con la direccién principal de difusién (definida por el elipsoide asociado a

la superficie de probabilidad de difusién p(7)).
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FicUrRA 2.8: Esquema de los seis elementos del coeficiente ADC y cémo cambia la

imagen reconstruida segun la direccion del gradiente aplicado. Si el sistema de referencia

de la difusion del cerebro observado fuese el mismo que el del resonador magnético,

entonces solo se tendrian las tres componentes de la diagonal. Los elementos fuera de
la diagonal representan la covarianza entre cada par de ejes.

Si se introduce la notacion tensorial en la ecuacién 2.7, se obtiene el modelo ten-
sorial de difusién:
S(q) = Spe 09" D7, (2.11)

siendo ¢ el vector espacial con expresién =46 g.

En este punto resulta importante enfatizar lo siguiente: a través de la ecuacién
2.11 se modela la senal adquirida por el resonador magnético, incluso en cada véxel de
la imagen final reconstruida. Es decir que, por cada imagen obtenida se tienen tantos
elipsoides (6 esferas, dependiendo el caso) de difusién como véxeles presentes, permi-
tiendo la descripcién de la arquitectura en cada uno de ellos. A modo de ejemplo, en
la Fig. 2.9 se presenta la vista coronal de una imagen sin gradientes de difusion aplica-
dos (es decir, la imagen correspondiente a la sefial Sy) de un cerebro (izquierda). En el
panel derecho, se presenta el desarrollo tensorial de difusién: si el véxel corresponde a
un tejido con difusién isotrépica (como lo puede ser GM o CSF), entonces se obtiene
una superficie de difusién con forma esférica, mientras que si el tejido presenta difusién
anisotrépica (WM), se obtienen elipsoides. En todos los casos los colores indican la di-
reccion de mayor difusividad de ese véxel, siendo: de derecha a izquierda rojo, de atras

hacia adelante verde, y de arriba hacia abajo azul.

A partir de la descomposicién del tensor de difusiéon en una base de autovectores
con sus respectivos autovalores, es posible definir métricas que caractericen la difusién
subyacente, y por ende, la arquitectura y geometria presentes en cada véxel [15]. Las
mismas son invariantes ante rotacion, es decir dan informacioén sobre la forma y el tamano
de los tensores en cada véxel, independientemente de su orientacién. A continuacién se

detallan las métricas bésicas de difusién estudiadas en la presente tesis:
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FiGUrA 2.9: A la izquierda se observa una vista coronal de una imagen de MRI de
cerebro sin gradientes aplicados (bg =0), mientras que a la derecha se observan los
eliposides de difusion en los vozeles que correspondan a WM, mientras que los voxeles
que corresponden a GM o CSF tendran forma esférica debido a la difusion isotrdpica.

» Difusividad media (MD): caracteriza el desplazamiento cuadritico medio de las

moléculas y la presencia de obstéculos (Fig. 2.10, izquierda).

IRRSIR P VIS ST
N 3

MD (2.12)

» Fraccién de anisotropia (FA): describe cudnto varian los desplazamientos molecu-
lares en el medio y se relaciona con la orientaciéon de las estructuras presentes.
Caracteriza la forma del tensor, independientemente del tamafio. Debido a que

estd normalizada, puede tomar valores de 0 a 1, donde 0 representa un medio

perfectamente isotrépico y 1 uno perfectamente anisotrépico (Fig.2.10, derecha).

FA = 4/2 i=1,2,3 (2.13)

con \ como el promedio de los 3 autovalores.

Este enfoque tensorial fue presentado por Basser y cols. [15] como Imégenes por
Tensor de Difusién (DTI) y resulté ser un método sencillo y elegante para modelar la
informacién y arquitectura anatéomicas de mas de 1000 millones de neuronas y axones
presentes en el cerebro humano, con sélo seis pardmetros por véxel. Sin embargo, dicha
simplificacién se convierte en desventaja cuando el método ya no refleja la arquitectura
subyacente y lleva a interpretaciones poco precisas o incluso erréneas [16—-19]. El principal
escenario de esta desventaja se dd en voxeles con multiples orientaciones de fibras (o
fibras cruzadas), tal es el caso de dos poblaciones de fibras con distintas direcciones
principales (Fig.2.11 paneles (iii) y (iv)), o incluso una tnica poblacién de fibras cuya
orientacién varfa en el espacio definido por el propio véxel (Fig.2.11 paneles (i) y (ii))

[20]. La consecuencia inmediata de esto, es una incorrecta construccién del elipsoide de
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F1aura 2.10: Contrastes de la difusividad media (izquierda) y fraccion de anisotropia
(derecha) en la vista coronal de un cerebro.

difusién y por lo tanto un error en el cilculo de las métricas FA y MD (en los vixeles con

fibras cruzadas, la primera suele verse disminuida y la segunda aumentada [16, 21, 22]).

(i) (i) [iw)

e‘\\ o g U N\

Wil )) K
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F1GURA 2.11: Posibles casos de fibras cruzadas: (i) y (ii) esquematizan una Unica

poblacion de fibras cuya orientacion varia en el espacio definido por el vozel, mientras

que (i) y (iv) presentan dos poblaciones de fibras en un mismo vdzel con distintas
direcciones principales.

Debido a que la presencia de fibras cruzadas en el cerebro representa un 90 % del
total de véxeles de WM [23, 24], se han desarrollado diversos métodos para resolver las
limitaciones presentadas por DTI [25]. A continuacién se presenta el método utilizado

en esta Tesis.

2.2.6. Modelos multitensoriales de difusion

Como fue mencionado anteriormente, el modelo DTI presenta importantes limita-
ciones para describir adecuadamente cualquier escenario que no sea el de un haz de fibras
coherente dentro de un véxel. Con tal motivacién, se han construido diversas técnicas

para resolver el problema de fibras cruzadas, entre ellas técnicas multitensoriales.

Brevemente, los métodos multitensoriales extienden el alcance de DTT a multiples

y coexistentes orientaciones de fibras asumiendo que cada una de ellas esta caracterizada
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por un tensor de difusién. Es asi como la expresiéon Gaussiana para la probabilidad p
de la ecuacién 2.5 se reemplaza por una combinacién de n densidades de probabilidad

Gaussianas, donde n es el nimero de distintas poblaciones de fibras:

Z \/m e @, Z a; =1 (2.14)

=1

Por su parte la senal de difusién S(q) se sustituye por:

n n
S((I} = So z 473 e_bgTDig, Z a; = 1 (2.15)
=1 =1

Cémo se puede observar, a medida que aumenta el nimero n, también lo hara
la cantidad de pardmetros a calcular en cada voxel. Para reducir este costo, es posible
aplicar diversas restricciones al modelo, por ejemplo: la simetria de cada tensor se asu-
me axial [19, 23], se fija el valor de la anisotropia [19, 23|, en ocasiones se incorpora

informacién de CSF o GM de los véxeles adyacentes [23, 26].

Por otra parte, la limitacién mas importante de los modelos multitensoriales es que
requieren la estimacion de la cantidad de poblaciones de fibras n presentes en el véxel.
Generalmente, esto se resuelve mediante la implementacién de algoritmos de seleccién de
modelos, los cuales comparan la bondad de ajuste para diferentes valores de n [16, 26],
o incluso mediante inferencia Bayesiana [23] con la que se provee la distribucién de

orientaciones de fibras a posteriori utilizando la informacién de artefactos y ruido.

2.2.6.1. Deconvolucién esférica restringida

Uno de los métodos desarrollados dentro del marco de modelos multitensoriales,
es la Deconvolucién Esférica (SD) [27], la cual fue mejorada en la Deconvolucién Esféri-
ca Restringida (CSD) [20]. La técnica SD asume infinitas poblaciones de fibras en un
mismo voxel, es decir que ya no se requiere estimar el valor n como fue mencionado an-
teriormente. SD utiliza una distribuciéon continua de orientaciones de fibras modelando
la senal de difusién S(¢) como la convolucién entre la funcién densidad de orientaciones
(ODF) de fibras F(r), representando la fraccién de fibras alineadas con 7, y la funcién
respuesta R(q,7), la cual es la senal de difusién medida para un tnico haz de fibras
con orientacién 7 [27]. Incorporando simetria axial al modelo se utilizan coordenadas

esféricas, y la senal medida puede ser expresada como:

S(0,9) = F(6,¢9) ® R(9) (2.16)

La principal hipétesis de la técnica SD es que la funcién respuesta R(#) es constante

por cada tejido biolégico del cerebro. A pesar que dicha asuncién deja de valer en los
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voxeles con entrecruzamiento de fibras, utilizar una funcién respuesta inexacta sélo afecta
la fraccién de volumen de la poblacién de fibras estimada y no su orientacién [27].
Conociendo dicha R(#), es posible calcular la ODF F'(6, ¢) aplicando la deconvolucién
entre ella y S(0,¢). Resulta importante resaltar que la funcién respuesta se estima

directamente de las imagenes de difusiéon y no depende del método implementado.

Otro de los elementos claves del método, es que es posible estimar la funcién
respuesta R(#) mediante el desarrollo de arménicos esféricos [28]. Los armonicos esféricos
(SH) forman una base completa ortonormal de funciones sobre la esfera, permitiendo
la representaciéon de cualquier funcién en dichas coordenadas. Los pardmetros que los
describen son dos: [ el orden arménico (I > 0) y m el grado (-/<m<1). Debido a que
la difusién es un proceso simétrico respecto al origen, todos los componentes de orden
impar son removidos, es decir, sélo se consideran [ =2n con n > 0. Ademas, dado que
tanto la senal de difusién medida S(6, ¢) como la funcién F'(, ¢) son ambas reales, su
representacion armoénica tiene simetria conjugada, por lo que se reduce a la mitad el
nimero de pardmetros a estimar [27]. Por dltimo, tener en cuenta que las funciones de
la base con orden [ mas alto corresponden a los modos mas altos de frecuencia angular
de la esfera, permite truncar la serie de armonicos esféricos. Incorporando todas estas

caracteristicas se obtiene la siguiente expresién de la senal de difusién medidas:

lmaz l

SO.0) =Y > - Y"0,9) (2.17)

donde {c?”} es el conjunto de coeficientes a estimar y l,,,4, €s el orden en el cual se trunca
la serie. Dado que sélo los coeficientes pares son los incorporados al modelo, la ecuacién
2.17 tiene ne = (Imaz +1) (Imaz +2) /2 términos. Por ejemplo para 4, = 8 se requieren al
menos 45 coeficientes a estimar, lo que se traduce en al menos 45 gradientes de difusién

aplicados durante la adquisicién [27].

Por su parte, la mejora de esta técnica fue desarrollada para restringir el impacto
de artefactos propios de las imagenes de difusién y reducir la construccion de ODF
de fibras esptreas, tales como las de valor negativo que si bien matematicamente son
correctas, fisicamente no representan ninguna orientacién de haz de fibras [20]. Esta

actualizacion es la denominada Deconvolucién Esférica Restringida (CSD).

En la Fig.2.12 se presenta una porciéon de cerebro en su vista coronal y con un
mapa de FA superpuesto en colores calidos: los voxeles amarillos corresponden a FA
cercana a 1 y a areas de WM, mientras que a los mas oscuros le corresponden FA baja.
Como ya fue mencionado, los sectores de baja FA pueden asociarse a dreas de GM, CSF o
bien entrecruzamiento de fibras de WM. En el panel superior se muestran los elipsoides
de difusiéon obtenidos a partir de DTI: los elipsoides cuyo eje principal es claramente
mayor a los demds ejes se corresponden con un valor alto de FA, los elipsoides maés

esféricos y de mayor tamano se corresponden con areas de CSF. En el panel inferior se
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exhiben los 16bulos del desarrollo de armoénicos esféricos obtenidos mediante CSD. Los
vioxeles con FA cercana a 1 presentan lobulos de mayor amplitud indicando con mayor
precisién la direccién del haz de fibras principal. Ademéds en cada véxel se observan
l6bulos pequenos en distintas direcciones cémo resultado del entrecruzamiento de fibras.

Las areas de GM y CSF desarrollan todos 16bulos de menor amplitud.
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FIGURA 2.12: Superior: elipsoides de difusion a partir del modelo DTI. Inferior: l6bulos

del desarrollo de armdnicos esféricos de la técnica CSD. Ambos modelos se presentan

sobre un mapa de FA en colores cdlidos (amarillo corresponde a FA cerca a 1, rojo

oscuro corresponde a FA cercana a 0) de una porcion de cerebro en su vista coronal.

Los colores de cada modelo indican la direccion de fibras, siendo rojo izquierda-derecha,
verde anterior-posterior y azul superior-inferior.

2.3. Tractografia

El primer objetivo del andlisis de imagenes de dMRI es el estudio de la arqui-
tectura de tejidos biolégicos: a través de las técnicas y métricas presentadas es posible

describir y cuantificar la microestructura de tejidos. El segundo objetivo es reconstruir



Neuroimdgenes 19

tridimensional las fibras constituyentes de sustancia blanca, mediante el uso de sus orien-
taciones locales. Este proceso permite inferir los caminos que conectan regiones distantes

del cerebro, se denomina tractografia y comprende variadas opciones para su ejecucién.

En el escenario mas sencillo, en el cual se quiere reconstruir un haz de fibras desde
un voéxel inicial (o véxel semilla) hasta uno final conectando véxeles contiguos entre
ambos, se toma como direccion del haz de fibras de cada vdxel la asociada al mayor
autovector del elipsoide de difusién. De este modo, a medida que se avanza en el rastreo
y se abandona un voxel para ingresar al véxel contiguo, la direccién se ve modificada
segun la orientacién de este tltimo [2]. En la Fig.2.13 se esquematiza este proceso: el
voxel inicial esta indicado con un asterisco y el haz de fibras que se quiere rastrear esta
representado por la flecha curva y gruesa. Los véxeles con alta FA, que corresponden
a areas de WM, son los punteados grises, y el haz reconstruido esta dado por sus fle-
chas rectas y negras. Las fibras reconstruidas a partir de algoritmos de tractografia, se

denominan streamlines.

FI1GURA 2.13: Figura tomada del articulo de Mori y cols. [2]. Se esquematiza la re-
construccion de una haz de fibras (flechas curvas) utilizando las orientaciones locales
de fibras.

Como sucede con otras metodologias, el resultado de la tractografia estd fuer-
temente asociado a la informacion que se le brinda para su ejecucion. Es asi como el
tractograma resultante varia segin si toma como entrada la orientaciéon de fibras mode-
lada mediante DTT o CSD (Fig.2.14). En véxeles con arquitectura de fibras compleja,
DTT tiende a generar una sub-representacion de las orientaciones de fibras subyacente
causando falsos negativos (donde streamlines pueden finalizar prematuramente) o bien
falsos positivos (donde el tracto en construccién pueden confundirse con otros adyacentes
no relacionados) [3]. Esta sub-representacién de fibras se reduce al utilizar la informa-
cién local de los voxeles modelada mediante CSD. Sin embargo, es fundamental tener
presente que incluso los modelos méas robustos sélo son aproximaciones a partir de toma

de decisiones y aplicacion de criterios llevando a una simplificacién de la realidad.
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FIGURA 2.14: Figura tomada del articulo de Jeurissen y cols. [3]. Se muestran dos
tractogramas obtenidos a partir de informacion de orientacion de fibras local modelada
mediante DTI (izquierdo) y CSD (derecho).

2.3.1. Etapas en la ejecucion de algoritmos de tractografia

Dado el concepto béasico de tractografia, es necesario definir criterios durante su
ejecucién. En esta seccidén se trataran los referidos a las tres etapas del proceso: inicio,

reconstruccién de streamlines y finalizacién [3].

1. Plantar una semilla: En esta etapa inicial es necesario definir las regiones de
interés a partir de las cuales el algoritmo comenzard la generacién de streamlines.
Se requieren conocimientos de neuroanatomia segun lo que se espere del resultado
de la ejecucion. Algunos de los posibles casos son: utilizar una esfera o una mascara
que sélo incluya determinada region de GM para reconstruir sus fibras entrantes
y salientes; una méscara que abarque toda la region de WM; implementar como
semilla la interfaz GM-WM. En las ultimas dos opciones se obtiene un tractograma
global del cerebro. En todos los casos es posible fijar el nimero y la distribucién
de semillas por véxel: es decir cudntos streamlines se generardn por véxel y como

se separaran dentro del criterio inicial establecido.

2. Construir el camino: Aqui se deberan tener todas las consideraciones necesarias
para que el algoritmo genere efectivamente streamlines a partir de las semillas
establecidas. Principalmente se considera el tamano del paso, y la longitud minima

y maxima de los streamlines.
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3. Llegar al punto final: Esta etapa comparte muchas consideraciones con la an-
terior. La curvatura de los tractos es una de ellas, es decir, si el angulo entre dos
pasos sucesivos es mayor a cierto umbral el algoritmo trunca la generaciéon de ese
streamline. Lo mismo sucede en el caso que la FA disminuya abruptamente, sugi-
riendo que se ha alcanzado un area de GM. Con estos criterios y los anteriores, se
busca un equilibrio entre la generacién de tractos espiireos y aquellos que reflejen

fielmente la anatomia de las fibras nerviosas.

2.3.2. Tipos de algoritmos de tractografia

En la literatura sobre tractografia se pueden encontrar dos grandes familias de
algoritmos, la primera de ellas hace referencia a los denominados algoritmos deter-
ministicos, cuyos conceptos basicos son los descriptos al comienzo de esta seccion y
acompanados por la Fig. 2.13. Cabe destacar nuevamente, que estos métodos consideran
una unica direccion por voxel y son més sensibles al ruido y artefactos de las imégenes

de difusion generando imprecisiones en la propagacion de streamlines.

Adems4s se han desarrollado algoritmos probabilisticos que generan un conjun-
to al azar de posibles direcciones desde cada punto semilla. Estos algoritmos permiten,
no sé6lo alcanzar las dreas de mayor probabilidad de conexién (es decir, las que resul-
tarfan con mayor densidad de streamlines propagados), sino también aquellas dreas de
alta incerteza y baja probabilidad de conexién, como por ejemplos los lugares con entre-
cruzamiento de fibras [29]. Dentro de esta familia probabilistica, hay un subconjunto de
algoritmos que toman en cuenta la distribucién de orientaciones de fibras (FOD) (como
el ejemplo de la Fig.2.15) y propagan un conjunto azaroso de streamlines a partir de
ellas. En este caso, lo que intentan reflejar es la dispersién de fibras de un véxel debido
a la microestructura subyacente, resultando en tractogramas considerados mas precisos
desde el punto de vista biofisico [30]. El tractograma de todo el cerebro presentado en

la Fig. 2.16 se obtuvo a partir de un algoritmo de esta clasificacién.

Mas detalladamente, en la Fig.2.15 se muestran dos tractogramas obtenidos a
partir de diferentes algoritmos: para ambos casos se utilizé el mismo sujeto, la misma
informacién de orientacion de fibras (resultante de la ejecucion de CSD) y la misma esfera
semilla ubicada en el cuerpo calloso. Sin embargo, la diferencia entre ambos tractogramas
es muy notoria: el panel izquierdo corresponde a un algoritmo deterministico, el cual
propagd un unico streamline; mientras que el derecho corresponde a uno probabilistico,
el cual generé un conjunto de streamlines no sélo en la misma direccién que el caso

anterior sino también en menor medida en otras direcciones.
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FIGURA 2.15: En el panel izquierdo se muestra un tractograma obtenido a partir de

un algoritmo deterministico mientras que en el derecho el resultado de un algoritmo

probabilistico. En ambos casos se utilizé la misma region semilla y la ODF de fibras
proveniente de CSD.

FIGURA 2.16: Tractograma de todo el cerebro en sus tres vistas (axial, sagital y co-
ronal) obtenido a partir del algoritmo probabilistico ifod2. Los streamlines respetan la
convencion de colores segun su direccion.

2.3.3. Formalismo

Matematicamente, un streamline es la curva que a lo largo de su trayectoria,
es tangente al conjunto de orientaciones de fibras locales, es representada por 7(s) y
parametrizada por la longitud de arco s. Se denomina campo vectorial a dicho conjunto
de orientaciones de fibras locales calculadas a partir de las imégenes de difusién y se lo
nota como v. Para el caso de DTI, el campo vectorial comprende el principal autovector
del tensor de difusién mientras que para los modelos multitensoriales la orientacién con
probabilidad més alta de coincidir con las fibras nerviosas subyacentes. Para que el

streamline se alinee con el campo vectorial se debe cumplir:

dr(s)
ds

= v((s)) (2.18)
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Dado que la ecuacién anterior es diferenciable, es posible resolverla del siguiente

modo:

#s) = / v(i(s)) ds (2.19)

donde 7(sg) =7 es el punto inicial o semilla de la trayectoria del streamline. Resolver
esta ecuacion implica abordar dos aspectos fundamentales: métodos de integracién e

interpolacién de datos discretos al espacio continuo de integracion.

El método mas sencillo propuesto para resolver la ecuacion 2.19 es la integraciéon
de Euler, en la cual se comienza en 7, se calcula la orientacién v(7) y se sigue esa
direccién con un tamano de paso A, hasta obtener el siguiente punto 7. Se repite este

procedimiento iterativamente siendo su expresién general:
P = 7+ V() A, (2.20)

con la orientacién v(7;) considerada constante a lo largo del paso A. Esta tltima condi-
cién sobre la orientacion trae asociado errores, especialmente en trayectorias curvas y en
pasos de gran tamano. Con el fin de mitigar estas susceptibilidades, se han incorporado

métodos de integracién numérica mas robustos, como Runge-Kutta de segundo orden:

A
=i+ (R v 5 ) A (2.21)
con un error asociado de O(A?%). También se considera el método Runge-Kutta de cuarto
orden con error de O(AP):

ki ke k3 k4

2. — = o il 2 ., 2.22
e T M (2.22)

siendo
k1 = V(’r_';) A,
k
k2 =V (7:; + 21> Av

k
k3:V 7_';+22>A,

ky = v(7; + k) A

Cualquiera sea el método utilizado para integrar, en todos los casos interviene la
variable A que indica el tamano del paso del algoritmo, lo que muestra que el proceso de
integraciéon requiere conocer la orientacion de fibras en posiciones arbitrarias. Sin embar-
go, la distribucién espacial de estas orientaciones es discreta proveniente de una grilla.
Por lo tanto, es necesario aplicar técnicas de interpolacién para lograr una distribucién

continua que sirva a los fines de la integracién. Las técnicas mas sencillas estiman las
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orientaciones locales mediante la interpolacién de vecinos cercanos [2, 31], pero ocasio-
nando mayor propagacién de errores. Por su parte, las técnicas de interpolacion suave,
implementan interpolacion trilineal considerando la contribucién de los 8 vecinos més

cercanos, cada uno con un peso asociado a la distancia al punto de interés.

2.4. Conectividad cerebral

Desde las ultimas décadas, las diferentes técnicas de adquisicién de senal y las
teorias desarrolladas para su andlisis permiten abordar el estudio del cerebro de diversos
modos. Cualquiera sea la naturaleza de los datos adquiridos, resulta beneficioso estudiar
no sélo el cerebro como tinico elemento, sino también dividirlo en regiones més pequenas
y explorar las relaciones entre ellas. De esta manera, parcelar el cerebro tiene como fin
focalizar la caracteristica estudiada, obteniendo resultados méas precisos y localizados.
Los criterios para parcelar el cerebro son tantos cémo posibles analisis: en el caso de
imagenes de MR, por ejemplo cada voxel puede ser tratado individualmente como una
region, o también se suelen considerar conjuntos de véxeles contiguos con criterios de
interpolacién entre ellos o con criterios anatémicos. En este dltimo caso, la funcién y
especificidad de cada regiéon anatémica del cerebro cumplen un rol fundamental en la

creacién de parcelaciones denominadas atlas cerebrales.

Una de las opciones mas interesantes de parcelar el cerebro, es estudiar la relacién
entre las diferentes areas obtenidas. Dicha relacién se desprende del tipo de datos que
se analiza. Por ejemplo, si se cuenta con datos provenientes de imagenes de difusion de
MR, como un tratograma, y se decide adicionar una atlas cerebral, se obtendra lo que
se denomina un conectoma estructural, en el cual se le asigna a cada regién del atlas
cerebral los streamlines del tractograma que representen sus fibras nerviosas entrantes y
salientes (Fig.2.17, lado izquierdo). Si bien, cada streamline no se corresponde con una
fibra nerviosa real, este enfoque permite cuantificar y describir las conexiones referidas a

la estructura de WM entre regiones, lo que se conoce como conectividad estructural

(SQ).

La conectividad estructural no es la tinica conectividad cerebral disponible a partir
de imédgenes de MR. Existe también la conectividad funcional (FC) la cual se define
como la dependencia temporal entre eventos neurofisiolégicos, que no necesariamente
suceden en areas contiguas del cerebro. Un modo de calcular esta conectividad es a
partir de Imégenes de Resonancia Magnética funcional (fMRI): este tipo de adquisicién
es sensible al nivel de oxigenacién de la sangre de cada regiéon que responde a su actividad
neuronal. Mediante herramientas estadisticas, como correlaciones lineales de Pearson,
es posible asociar series temporales que describan la actividad hemodindmica de cada
regién, pudiendo representarse mediante conectomas funcionales (Fig. 2.17, lado derecho)

donde las conexiones entre regiones exhiben la sincronizacién de la actividad de cada par
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FIGURA 2.17: Figura adaptada del articulo de revisidn de Bullmore y Sporns [4]. Se
muestra como se pueden obtener redes que describan tanto la estructura como la funcion
del cerebro mediante distintos tipos de adquisicion.

de regiones [32]. Ademds, la conectividad funcional puede estudiarse en relacién a una
actividad cognitiva especifica o bien en relacién a la actividad basal del cerebro en estado
de reposo. Detalles del desarrollo de esta técnica, asi como también sus aplicaciones y

alcances, pueden encontrarse en el libro de Huettel y cols. [33].

Continuando con la linea de la conectividad cerebral, resulta natural entenderla
como redes compuestas por nodos (emulando las regiones anatémicas) y enlaces que los
conecten y describan la relacién que subyase a cada par de regiones. A continuacién se

describe la teoria que permite estudiar al cerebro como una red.

2.4.1. Teoria de grafos aplicada a conectividad cerebral

Las estructuras que esquematizan la relaciéon entre distintos elementos y preser-
van cierta topologia intrinseca son las denominadas redes complejas. Originalmente,
la formalizacién de estas redes y sus caracteristicas se enmarcaban en el campo de la
Teoria de Grafos, propuesta a partir de grafos aleatorios por Erdon y Réyin [34]. Para
ese entonces, las redes de gran escala (es decir, compuestas por gran nimero de nodos)
eran descriptas como redes aleatorias complejas compuestas por N cantidad de nodos

con probabilidad p de asociacién. Con el paso del tiempo y sobre todo de los distintos
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escenarios en los que se aplicé este modelo, surgié la inquietud si realmente los siste-
mas complejos podrian representarse mediante redes aleatorias, o si en verdad habria
alguna topologia subyacente esperando a emerger y ser representada con métricas mas

adecuadas.

Para facilitar la descripcién de las clases de grafos que se consideran para modelar

sistemas complejos, es necesario definir primero algunos conceptos bésicos:

» Grado de un nodo (k): es el nimero de enlaces que conectan el nodo con el

resto de la red.

= Distribucién de grado: es el conjunto de todos los grados de nodos de la red.
Segun el tipo de red, la distribucién de grado tendra una forma matematica dife-

rente.

» Coeficiente de clustering (agrupamiento) (C): si los vecinos més cercanos a
un nodo estan directamente conectados entre ellos, entonces forman un cluster (o
grupo). El coeficiente de agrupamiento mide la proporcién de conexiones existentes

entre nodos vecinos respecto al maximo nimero de conexiones posibles.

» Path length (longitud de trayectoria) (L): es la cantidad de enlaces minima

que comunican un nodo con otro.

» Modularidad (Q): muchas redes complejas se organizan en médulos o comuni-
dades, donde cada uno de ellos presenta alta conectividad entre sus integrantes
y pocas conexiones con miembros de otros moédulos. La modularidad indica cuan

segregada estd la red.

Como fue mencionado, las redes aleatorias fueron las primeras descriptas y uti-
lizadas para modelar relaciones entre elementos. Se caracterizan por tener distribucién
de grado Gaussiana o de Poisson, bajo coeficiente de agrupamiento y baja longitud de
trayectoria (ver Fig.2.18, derecha). Las redes regulares son aquellas que tienen la
misma cantidad de conexiones para todos sus nodos, es decir tienen probabilidad de co-
nexién uniforme, y larga longitud de trayectoria (ver Fig. 2.18, izquierda). Por su parte,
las redes denominadas de mundo pequeno presentan alto grado de agrupamiento de
nodos y caminos cortos que los comunican globalmente a través de toda la red [5], siendo
su organizacién intermedia entre el bajo agrupamiento de las redes aleatorias y el alto
agrupamiento de redes regulares sin topologia alguna (ver Fig. 2.18). Las redes de mundo
pequeno son aquellas que podrian describir configuraciones especificas y emergentes del
sistema de estudio a través de redes complejas. Debido a su importancia se cuantificaron

sus caracteristicas principales como sigue [35]:

C’w

Y= Cw—rand v>1 (223)



Neuroimdgenes 27

Lw
A= A~1 (2.24)
- % o> 1 (2.25)

donde ~ expresa la proporcion de coeficiente de agrupamiento C' y A la proporcién de
longitud de trayectoria L respecto a redes aleatorias con igual nimero de nodos y enlaces.
W indica que las redes son pesadas, es decir, cada enlace tiene asignado un valor que lo
pondera. Por iltimo ¢ indica la relacién entre el coeficiente de agrupamiento y la longitud
de trayectoria obtenidos. Para mas detalles sobre estas redes y otras clasificaciones, los

lectores pueden referirse al trabajo de Albert y Barabési [36].

Regular Mundo pequeno Aleatoria

Aumento de |la aleatoriedad

FIGURA 2.18: Figura tomada del articulo de Watts y Strogatz [5]. Esquematiza el com-
portamiento de las redes a medida que aumenta su aleatoriedad. Las redes de mundos
pequenos tienen un comportamiento intermedio entre redes requlares y aleatorias.

El alcance de esta teoria es tal que permite estudiar cualquier sistema real sin im-
portar previamente qué relacién existe entre los elementos del mismo. Es posible explorar
los diversos aspectos de la conectividad cerebral (como se presenta en la Fig. 2.17), pero
también relaciones laborales en un empresa o asociaciones entre genes y enfermedades
que los afectan, sélo por mencionar algunos ejemplos. Cualquiera sea el escenario pre-
sente es fundamental entender la topologia y configuracion de la red que lo representa,
y a partir de las herramientas disponibles aplicar aquellas métricas que se condicen con

el escenario de estudio.

2.4.2. Acoplamiento de conectividades

Considerar el cerebro como un sistema complejo con aspectos caracteristicos dife-
rentes implica poder abordarlo desde diversos puntos de vista. Explorar las conectivida-
des estructural y funcional es una tarea de lo més interesante y para nada sencilla, més

aun si el cerebro de estudio presenta alguna perturbacién respecto a lo que se considera
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un cerebro sano. Sin embargo, més desafiante resulta estudiar lo que podria considerar-
se como la combinacién de ambas conectividades, es decir investigar la relacién entre la
anatomia que conecta las regiones del cerebro y la sincronizacién en su funcionamiento
durante determinada tarea o incluso en estado de reposo. Es tal el desafio que presenta
lograr un acoplamiento de conectividades que la comunidad neurocientifica experta
en la teméatica no ha alcanzado un acuerdo en cuanto a la metodologia de abordaje y

muchos menos a la interpretacién de resultados.

Segun la literatura actual, se pueden aplicar desde modelos estadisticos como co-
rrelaciones entre variables estructurales y funcionales hasta modelos dindmicos. Si bien
el primer método mencionado conlleva una implementacion sencilla y no establece cau-
salidad entre las variables, resulta adecuado para una exploracién inicial y en casos
donde la complejidad viene dada por el sistema de estudio y sus propiedades intrinsecas

permitiendo interpretaciones mas directas [37].

El primer estudio sobre la relacion de conectividades fue realizado por Koch y cols.
[38], v reporta un resultado de lo més interesante: observaron en sujetos sanos que una
fuerte presencia de SC implica una fuerte presencia de FC, pero no es valida la inversa,
es decir, es posible observar fuerte FC incluso en regiones que no estdn conectadas direc-
tamente por la estructura. En estudios subsiguientes donde se han aplicado diferentes
atlas cerebrales, se han encontrado resultados consistentes con el primero mencionado
[37]. También se ha encontrado correspondencia entre las conectividades en subgrupos
de regiones que conforman redes definidas, como por ejemplo la conocida red neuronal

por defecto (DMN, red que presenta funcionamiento basal en estado de reposo) [39].

Por su parte, en los modelos dindmicos donde se incorpora la dependencia temporal
de la FC, la SC suele tener un rol restrictivo: se la considera una guia fundamental para
la construccién de modelos neurobiolégicamente realistas. Tal es el caso de Stephan y
cols. [40], quienes aplican un modelo dindmico causal y reportan mejorar la integracion
de la FC con SC, pudiendo ser analizadas ambas bajo el mismo marco de sistemas
dindmicos y redes. También se tienen métodos basados en grafos obtenidos a partir de
su SC y se incorporan los atributos funcionales a través de un modelo dindmico que tiene
en cuenta los cambios cerebrales debido al tiempo [41]. Estos métodos pueden echar luz
sobre las contribuciones espaciales (arquitectura de WM) y no espaciales (sincronizacién
funcional) en la generacién de redes de acoplamiento [42] e incluso en la seleccién de las

caracteristicas mas descriptivas para incorporar en los modelos [43].

Teniendo en cuenta estas breves descripciones, es importante considerar que cual-
quiera sea la metodologia aplicada, la conectividad cerebral es un campo en exploracién

y en constante actualizacién.

En el siguiente capitulo se presenta una introduccién a los conceptos basicos de

neuroanatomia necesarios para el desarrollo de la Tesis.



Capitulo 3

Bases de neuroanatomia

El objetivo de este capitulo es introducir nociones basicas sobre el cerebro humano,
la enfermedad de Alzheimer y cémo las neuroimagenes pueden contribuir en su deteccién
y diagnostico. De este modo, el lector contard con todos los conceptos necesarios para

el abordaje de la presente Tesis.

3.1. El cerebro humano

El sistema nervioso en los seres humanos tal como se lo conoce hoy en dia es el
resultado de centenares de millones de anos de evolucién [44], lo que otorga una idea (al
menos aproximada) de su complejidad. Estd compuesto por el sistema nervioso central,
el cual incluye el encéfalo y la médula espinal, y por el sistema nervioso periférico, el
cual estd formado por los nervios que conectan el central con el resto del cuerpo humano
(ver Fig. 3.1). El encéfalo a su vez, estd integrado por el cerebro, el cerebelo y el tronco
encefdlico. Dados los fines de la esta Tesis, esta seccién se enfocard en la descripcién

Unicamente del cerebro.

El cerebro es el 6rgano més complejo del cuerpo humano. Cuenta con diversas
capas que lo protegen del mundo exterior (Fig.3.2). La barrera mas externa es la piel.
A continuacién estd el crdaneo, el cual tiene un rol fundamental en la protecciéon debido
a su dureza y rigidez. Méas internamente se encuentran las meninges, compuestas por
tres capas: la duramadre, capa fibrosa y fuerte; la aracnoides, capa laxa; y la piamadre,
capa suave y de espesor milimétrico que recubre completamente la superficie externa del
encéfalo. Entre la capa aracnoides y la piamadre, hay un pequeiio espacio ocupado por
liquido cefalorraquideo, el cual le brinda proteccién inmunolégica y también mecénica a

todo el encéfalo.

A continuacién de las meninges se halla el cerebro que, como fue mencionado

en el capitulo anterior, se compone por tres tejidos: la sustancia gris en su mayoria

29
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F1GURA 3.1: Esquema del sistema nervioso: (izquierda) componentes del encéfalo (cen-
tral): cerebro, cerebelo y tronco encefdlico; (derecha) médula espinal (central) y ramifi-
caciones nerviosas (periférico).

ubicada en la parte mas externa denominada corteza cerebral, se encuentra replegada
sobre si misma con el fin de maximizar su superficie y se compone principalmente de los
cuerpos neuronales. Por debajo de la corteza se presenta la sustancia blanca, formada
por los axones de las neuronas y la mielina que los recubre. En la parte més interior se
halla el resto de la sustancia gris conformando las areas subcorticales, y las cavidades
denominadas ventriculos las cuales estdn rellenas por liquido cefalorraquideo. Un cerebro
humano estandar posee alrededor de 200 mil millones de neuronas bien organizadas y

distribuidas, lo que nuevamente indica la complejidad de su arquitectura.

Por 1ltimo, el cerebro estd formado por dos hemisferios (izquierdo y derecho) se-

parados por una hendidura profunda en la linea media, denominada fisura longitudinal

i
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F1GURA 3.2: Esquema de las capas que recubren y protegen el encéfalo.
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cerebral (Fig. 3.3, panel izquierdo superior). En la profundidad de la fisura se ubica el
cuerpo calloso (Fig. 3.3, panel izquierdo inferior), un gran conjunto de fibras nerviosas
transversales que unen la corteza cerebral de los dos hemisferios. Cada hemisferio se
divide en cuatro 16bulos denominados segtin los huesos craneales debajo de los que apro-

ximadamente se ubican: frontal, parietal, temporal y occipital (Fig. 3.3, panel derecho).

Fisura longitunidal Lébulo
Lobula parietal

Labulo
occipital

FIGURA 3.3: Panel izquierdo: se senala la fisura longitudinal (superior) y el cuerpo
calloso en su vista sagital (inferior). Panel derecho: l6bulos en los que se divide cada
hemisferio del cerebro.

3.2. Enfermedad de Alzheimer

Como fue presentado con anterioridad, la enfermedad de Alzheimer (AD) es un
trastorno neurodegenerativo progresivo de inicio insidioso caracterizado por fallas aten-
cionales y en la memoria reciente, seguidos por dificultades en el lenguaje, desorientacién
espacio-temporal, y fallas en el pensamiento abstracto, todo esto acompanado por cam-
bios inevitables en la personalidad de quien la padece. La AD es responsable de més del
70 % de todos los casos de demencia en el mundo, afectando entre 5-10 % de la poblacién
de mas de 65 anos y a més del 45 % de los mayores de 85 anos. Sin lugar a dudas, la AD

representa un gravisimo problema de salud publica mundial [45].

En términos fisiopatoldgicos, la AD evidencia una atrofia neuronal progresiva ca-
racterizada por el ensanchamiento de ventriculos y profundizacién de surcos de la corteza
(Fig. 3.4, izquierda). Desde el primer caso estudiado de esta demencia a principios del
siglo XX hasta la actualidad se ha reportado consistentemente alteraciones en la estruc-
tura interna y externa de celulas neuronales, incluyendo: acumulacién de la proteina
[-amiloide (Af) formando placas seniles extracelulares, y deformaciones de la proteina
hiperfosforilada 7 formando ovillos neurofibrilares intracelulares (Fig. 3.4, derecha). Se

cree que las placas AS contribuyen a la muerte neuronal interfiriendo en las sinapsis,



Bases de neuroanatomia 32

mientras que los ovillos neurofibrilares bloquearian el transporte de nutrientes dentro
de las neuronas. Como resultado, el funcionamiento cerebral presenta dificultades para

metabolizar glucosa y se ve afectado por la muerte neuronal [46].

Placas

Cerabio k)
de A
atrofiado e B

ekt 3

Ovillo de la
=ano proteina T

Cerebro

FiGUrA 3.4: Izquierda: comparacion entre un cerebro sano y uno atrofiado. Derecha:
esquema sobre las placas extracelulares AB y los ovillos intracelulares de la proteina .
Estas caracteristicas patoldgicas afectan tanto a GM como a WM.

3.2.1. Variantes clinicas y factores de riesgo

Existen dos clases de la AD. La primera es de inicio temprano cuyas manifesta-
ciones clinicas emergen antes de los 65 anos, en algunos casos incluso a partir de los 30
anos de edad, y es producto de mutaciones genéticas autosémicas de tipo mendeliano, en
muchos casos dominantes. La segunda clase, que afecta al 99 % de los casos de AD, es de
inicio tardio (LOAD) donde los primeros sintomas se presentan a partir de los 65 anos
y serfa influenciada por factores ambientales y un factor hereditario de tipo poligénico
[47].

Para esta variante LOAD, se ha identificado como el factor de mayor riesgo el
envejecimiento ya que el procentaje de pacientes aumenta conforme aumenta su edad:
3 % en personas de 65-74 anos, 17 % en personas de 75-84 y 32 % en individuos mayores
de 85 anos [46]. Por su parte, el principal factor de riesgo genético es la presencia del
alelo €4 del gen de la apolipoproteina E (APOE). Este gen se encuentra involucrado
tanto en la modulacién de la acumulacién y la limpieza de A como en la regulacién
del metabolismo de lipidos, reparacion neuronal, funcionamiento sindptico, inflamacién

y funcionamiento mitocondrial [46].

Ademsds del envejecimiento, el mayor factor de riesgo no genético para la enfer-
medad es contar con un pariente de primer grado con LOAD. Es asi como aquellos
adultos con un progenitor con LOAD tienen entre 4 a 10 veces mayor riesgo de padecer

la enfermedad en comparacién con adultos sin este historial familiar [48], y ese riesgo
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aumenta si ambos progenitores desarrollaron LOAD [49]. Esta caracteristica dada por
el antecedente familiar ofrece la oportunidad de detectar y explorar lo que podria ser
la enfermedad en sus estadios mas tempranos. Considerando esto, diversos estudios rea-
lizados sobre poblaciones en riesgo de padecer LOAD debido a antecedentes familiares
reportan que las caracteristicas neuropatolégicas principales de LOAD se presentan afnos
o incluso décadas antes del desarrollo de sintomas clinicos. Esto marca la importancia
de la deteccién temprana de dichos aspectos para predecir cudles individuos con riesgo
aumentado desarrollaran la enfermedad y para eventualmente poner en marcha estrate-
gias de prevencion secundarias dirigidas a los procesos fisiopatolégicos desencadenantes

de la enfermedad sintomatica.

A continuacién se explica el rol clave que tienen las neuroimdgenes tanto en el
diagnéstico de AD como en la deteccion temprana en sujetos con riesgo aumentado de

padecerla.

3.3. Neuroimagenes en la enfermedad de Alzheimer

3.3.1. Diagnéstico y biomarcadores

Hoy en dia, el diagnéstico in vivo de AD se basa en la consulta clinica comple-
mentada con andlisis de neuroimagenes y determinacion de ciertas variables en el CSF.
Por supuesto, en estos casos la enfermedad comenzé hace anos y la atrofia provocada
es irreparable. Es por esto que una parte fundamental para la deteccién temprana de
AD, es el desarrollo de técnicas que permitan la identificacién de aspectos biolégicos
que conduzcan a un diagndstico preciso antes de la aparicién de los primeros signos
clinicos. Dichos aspectos biolégicos se denominan biomarcadores y se definen como las
caracteristicas medidas y evaluadas como indicadores de procesos bioldgicos normales o
patogénicos, o respuestas farmacolégicas frente a una intervencion terapéutica [50]. Més

especificamente, un biomarcador debe cumplir con las siguientes condiciones:

= La sensibilidad, especificidad y los valores predictivos positivos y negativos deben

ser definidos en al menos dos cohortes independientes.

= La sensibilidad y la especificidad deber ser > 0.80, con un valor predictivo positivo

cercano a 0.90.

= Los estudios deben demostrar suficiente potencia estadistica y deben estar publi-

cados en revistas con referato.

= Los estudios deben especificar un grupo control y sujetos con una demencia dege-

nerativa distinta a la AD.
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= Una vez establecido el marcador, se debe recolectar y diseminar informacién adi-

cional para monitorear la utilidad y precisién del mismo.

= Los marcadores propuestos deben ser capaces de detectar rasgos fundamentales de

la patologia de la AD.
= Deben ser validados en casos confirmados por estudios neuropatolégicos.

» Los marcadores deben ser precisos, confiables, en lo posible no invasivos, econémi-

camente accesibles y sencillos de realizar.

Hasta la actualidad se han contrastado datos de estudios in vivo con hallazgos post
mortem y se han aprobado cinco biomarcadores. La técnica de neuroimégenes llamada
tomografia por emisién de positrones! (PET) tiene validados tres radiotrazadores como
biomarcadores que manifiestan los cambios neuropatolégicos debidos a la AD: el primero
es el compuesto B de Pittsburgh marcado con [11C] (PiB) que refleja la presencia de
los depdsitos de Af; el segundo es 2-[18F]-fluoro-2-desoxi-D-glucosa ([18F]-FDG, PET-
FDG) que posibilita la detecciéon del metabolismo de la glucosa en el cerebro, lo cual
refleja el metabolismo cerebral neto en tanto indicador de actividad sindptica; y por
ultimo el radiotrazador [18F]-THK-523 que evidencia los ovillos neurofibrilares de la

proteina .

Por otro lado se tienen las imagenes T1 de resonancia magnética para evidenciar
atrofia cerebral y neurodegeneracion macroscépica de GM. Si bien la atrofia observada
no es especifica de AD, la misma se encuentra asociada con estudios neuropatolégicos
en pacientes de la enfermedad [51]. En la siguiente seccién se discuten los hallazgos més

importantes mediante la aplicacién de MRI en pacientes con AD.

Por ultimo existen biomarcadores en CSF, donde se mide la proteina AB;_45 como
indicador de la acumulacién de las placas seniles en el hipocampo, y la proteina 7 para
evidenciar el desarrollo de los ovillos neurofibrilares. Sin embargo, los biomarcadores de
CSF sélo se utilizan en investigacién por su alto costo, su invasividad, y su rendimiento

sub6ptimo para discriminar entre AD y otra enfermedad neurodegeneratica [50].

Segun Lista y cols. [50] es importante resaltar que los biomarcadores se deben
aplicar sobre sujetos que estdn en riesgo aumentado de padecer la enfermedad, ya sea
por que presenta sintomas clinicos o por antecedentes familiares, y de ningin modo
en el momento actual se deben emplear para estimar la probabilidad de desarrollar la
enfermedad. La interpretacion de los resultados dados por el estudio de biomarcadores

debe ser acompanada por una completada evaluacién clinica del paciente.

. . z - vi - . [
ITécnica por imagen capaz de medir la actividad metabdlica, consiste en un escaner que detecta la
radiacién emitida por un radiofdrmaco (o trazador) previamente inyectado en el cuerpo.
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3.3.2. Hallazgos en pacientes y en individuos cognitivamente normales
con antecedente familiar de AD

La atrofia cerebral de GM evaluada a través de imégenes T'1 de resonancia magnéti-
ca ha sido validada con estudios histoldgicos post mortem estableciéndose como un bio-
marcador de la AD [52, 53]. Entre los hallazgos més relevantes se encuentran cambios
(incluyendo pérdida de volumen, cambios morfoldgicos y adelgazamiento de la corteza)
en regiones que se ven afectadas en los primeros estadios de AD, como la corteza ento-
rrinal (EC), el hipocampo, el l6bulo temporal y locus coeruleus [54]. Estos cambios en
regiones de la corteza cerebral y subcorticales se ven acompanados por anomalias en la
microestructura de WM y en los tractos conectores brindando informaciéon complemen-

taria.

A pesar de no estar atin validado como biomarcador, la AD también estd asociada
con el deterioro de los axones, la mielina y las dendritas, componentes primordiales de
las neuronas y la WM. En diversos estudios se ha reportado una reducciéon de la FA
y aumento de MD en &reas claves relacionadas con la enfermedad, determinando un
compromiso en la integridad de WM, y en la conexién de estas areas con el resto del
cerebro [55]. Ademas, se ha encontrado un deterioro significativo en la estructura de los

caminos de WM asociados a las regiones pertenecientes a la DMN [56].

Por su parte, los métodos para caracterizar la funcién cerebral tampoco son con-
siderados como biomarcadores pero se han reportado cambios significativos en pacientes
con AD respecto a grupo control en la funcién de la EC, un area relacionada con el

lenguaje y los aspectos cognitivos en general [57], y nuevamente en la DMN [54].

Segun lo explicado en la Seccién 3.2.1, existe un riesgo aumentado de desarrollar
la enfermedad debido a antecedentes familiares y presencia del alelo €4 del gen APOE,
lo que pone a disposicién poblaciones de sujetos en estados preclinicos de la enferm-
dad. Estudios realizados sobre poblaciones con al menos una de estas caracteristicas
han reportado cambios en la estructura y funcionamiento del cerebro respecto a grupos
controles [58]. Tal es el caso de Bendlin y cols. [59], quienes encuentran una asociacién
entre tener al menos un progenitor con AD y regiones con baja FA claves en la enfer-
medad, incluyendo la WM que las rodea. Por tltimo, se encuentran variados estudios
que documentan alteraciones en la conectividad funcional [60, 61], desempenio cognitivo
[62, 63], y atrofia cortical y subcortical [64-66].

En el préximo capitulo se presentan los métodos aplicados durante el desarrollo

de esta Tesis.



Capitulo 4

Métodos y procesamiento de

imagenes

Este capitulo detalla los métodos y herramientas utilizadas para llevar adelante
esta Tesis. Comienza con los criterios del reclutamiento y la descripcién de cada grupo
de sujetos. Luego, se especifica el aspecto mas técnico, en términos de los pardmetros
empleados durante la adquisicién de las imdgenes. A continuacién se prosigue con el pro-
cesamiento de las imagenes de difusién, para la obtencién de la conectividad estructural
y métricas de la microestructura de sustancia blanca, y de las imagenes funcionales, para
obtener los mapas y matrices de conectividad funcional. Se sigue con la metodologia para
el acoplamiento de conectividades y las herramientas estadisticas aplicadas. Por dltimo
se presentan aspectos generales de métricas que describen el desempeno neurocognitivo

y la morfologia de sustancia gris.

Antes de comenzar plenamente con el desarrollo experimental, es necesario pre-
sentar algunos conceptos y aspectos propios de la manipulacién de imagenes. Cuando
se habla de las imagenes de MR cerebrales, se refiere a un conjunto de iméagenes planas
denominadas cortes, que juntas reconstruyen el cerebro observado formando una ima-
gen en 3 dimensiones llamada volumen (Fig.4.1). Como se detallard en la Seccién 4.2,
las imagenes anatomicas de contraste T1 constan de un Unico volumen, las imégenes
pesadas en difusién (DWI) estén conformadas por tantos voliimenes como direcciones
de gradientes aplicados mas aquellos sin gradientes difusivos, y por dltimo la cantidad
de volimenes que integran las imagenes funcionales en reposo dependerd de los tiempos

de adquisicion de la secuencia empleada.

36
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Corte |

Violumen

F1GauraA 4.1: Conjunto de imdgenes planas (cortes) que juntas reconstruyen un cerebro
en 8 dimensiones (volumen).

Una vez completo el reclutamiento de los participantes del estudio y adquiridas
las imagenes de MR correspondientes, resulta fundamental inspeccionarlas visualmente
antes de comenzar cualquier procesamiento sobre ellas. El fin de esta inspeccién es
identificar y localizar artefactos muy notorios que demanden medidas extremas, como

la eliminacién parcial o total de esa imagen.

Luego de esta exploracién, hay una etapa de preprocesamiento cuyo objetivo es
limpiar los artefactos y reducir el efecto del ruido aplicando correcciones y filtros sobre
las imégenes. Esta etapa también es crucial, ya que las imagenes resultantes son la
base para comenzar el procesamiento que conduce a los resultados y mas tarde a las

interpretaciones.

Para llevar a cabo los métodos descriptos a continuacién sobre imagenes anatomi-
cas T1 se utilizé el software de cédigo abierto Freesurfer [67], y para las imédgenes de
difusién se emplearon los softwares también de cédigo abierto MRtrix3 [30] y FSL [68].
Para las imdgenes funcionales en reposo se utilizé la herramienta SPM [69] implemen-
tada en Matlab R2017a. Por ltimo, para la manipulacién y calculos de matrices de
conectividad se utilizé también Matlab R2017a.

4.1. Diseno experimental y participantes

En el presente proyecto se han reclutado 32 participantes adultos y asintomaticos
pero con riesgo aumentado de padecer la enfermedad que conforman el grupo O-LOAD.
Las caracteristicas cognitivas, morfologicas de GM, de la microestructura de WM y la
conectividad cerebral (tanto estructural como funcional) de este grupo han sido com-

paradas con las obtenidas a partir de un grupo control (CS) de 28 adultos sanos y sin
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antecedentes familiares de enfermedades neurodegenerativas en al menos dos generacio-
nes anteriores a la estudiada. Los integrantes de ambas muestras son comparables en

edad, género, nivel educativo y sintomatologia depresiva.

Los criterios de inclusién para participantes en el grupo O-LOAD fueron los si-

guientes:

= tener al menos un progenitor diagnosticado con LOAD probable segtin los criterios
establecidos en el Manual de diagnéstico y estadistico de los trastornos mentales,
5° ediciéon (DSM-5) [70];

= sus padres debian alcanzar la edad de 65 anos o maés;
= tener entre 40 y 65 anos de edad al momento del reclutamiento;
= tener 7 o mas anos de educacién formal;

= ausencia de evidencia de enfermedad neurolégica progresiva o condicién médica

que pudiera impactar en el funcionamiento cognitivo;

= ausencia de antecedentes de abuso de sustancias (alcohol, marihuana, estimulantes,

benzodiacepinas u otras drogas);

= en el examen que cuantifica el funcionamiento cognitivo, denominado Mini-Mental

State Examination (MMSE), lograr un puntaje superior a 26 [71];

= en la escala de Hachisnki, disenada para diferenciar entre demencia degenerativa

y vascular, obtener un puntaje inferior a 4 [72].

Todos los participantes debieron firmar un consentimiento informado el cual fue
aprobado por el comité de bioética de la Fundacién Fleni y de acuerdo a la Declaracién
de Helsinki de la Asociaciéon Médica Mundial sobre los “Principios éticos para las inves-
tigaciones médicas en seres humanos”. Ademds, debieron completar nombre, fecha de
nacimiento, edad de fallecimiento e informacién clinica de todos los familiares afectados
por la enfermedad. En todos los casos se realizé una entrevista entre un médico y otros
familiares para verificar los datos reportados, indagando acerca de la sintomatologia del
progenitor afectado y la progresién de la enfermedad. Para el caso de pacientes que no
recibieron tratamiento en la Fundacién Fleni, el diagnéstico de LOAD fue certificado por
un médico. Ademaés del diagnéstico clinico de LOAD de los padres de los candidatos, se
encontraban disponibles estudios MRI estructurales para confirmar presencia de atrofia
vinculada a AD y ausencia de enfermedad vascular significativa en los progenitores de

15 participantes.

Respecto a los participantes del grupo CS, se implementaron los mismos crite-

rios de inclusién ademés del requerimiento de no contar con antecedentes familiares de
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cualquier tipo de enfermedad neurodegenerativa. Ninguno de estos sujetos obtuvo resul-
tados de A positivo segun los criterios clinicos en la inspeccion visual de las imagenes

realizada por una neuroradiéloga experimentada.

4.2. Parametros de adquisicion de MRI

Todas las imagenes fueron adquiridas en la Fundacién Fleni, en un resonador de
3T General Electric Signa HDXt (GE Medical Systems, Milwaukee, WI) con bobina de

cabeza de 8 canales. Para cada sujeto se adquirieron:

= imagen anatdémica de alta resolucién T1 3D SPGR-IR de 166 cortes sagitales
contiguos en una matriz de 256 x 256, TR =7.256 ms, TE =2.988 ms, angulo de

inclinacién 8°, FOV =26 cm y grosor de corte de 1.2 mm,;

= imagenes de difusion con 35 direcciones no colineales de gradiente y magnitud
b1 =1000s/mm? (conformando las DWI), y una imagen sin gradientes de difusién
(bop=0) al comienzo de la secuencia. Se adquirieron 45 cortes en el plano axial con
tamafo de véxel de (0.93 x 0.93 x 2.50) mm?, matriz de adquisicién de 256 x 256,
TR =12000ms, TE =88.5ms;

= imagenes funcionales en reposo con 200 volimenes aplicando secuencia EPI-
GRE de disparo unico de 33 cortes contiguos adquiridos intercaladamente con ta-
maio del véxel de (3.75 x 3.75 x 4) mm?, matriz de adquisicién de 64 x 64, angulo
de inclinacién 90°, TE =35ms, TR =2000ms y FOV =24 cm.

4.3. Procesamiento de imagenes anatémicas T1

En el trabajo desarrollado para esta Tesis, si bien las imégenes anatémicas de
contraste T'1 no son centrales, si cumplen un rol auxiliar en el procesamiento de las
imégenes de difusién. Por un lado se obtuvo una segmentacion de los tejidos biolégicos,
es decir, a partir de cada imagen T1 se separdé un volumen por tejido como se muestra
en el panel izquierdo de la Fig.4.2. Por otro lado, se dividi6é el cerebro en pequenas

porciones tanto en GM como en WM formando una parcelacion.

La obtencién de esta parcelacién es un trabajo meticuloso y forma parte del pro-
yecto global de hijos e hijas de pacientes con LOAD. Los pasos principales que se ejecu-
taron a través del software Freesurfer incluyeron: eliminacién de los tejidos no cerebrales,
parcelacion de la WM subcortical y estructuras volumétricas de GM profunda, norma-
lizacién de intensidades, delineado de la interfaz GM/WM y GM/CSF, y correccién

automatizada de la topologia de cada tejido. Ademads, se evalué de forma independiente
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Segmentacion Parcelacion

GM cortical

subcortical

FIGURA 4.2: Segmentacidn en tejidos bioldgicos (izquierda) y parcelacion segin el atlas
Desikan-Killiany (derecha). Ambas imdgenes se obtienen a partir de la una imagen
anatomica de contraste T1.

por dos investigadores la morfometria de cada hemisferio obtenido y se los edité manual-
mente con el fin de corregir imprecisiones topoldgicas. Como resultado se obtuvo para
cada sujeto la parcelacién cerebral segun el atlas Desikan-Killiany [73] implementado en
Freesurfer, y a partir de la cual se obtienen métricas morfolégicas de GM como espesor y
volumen de areas corticales de GM y el volumen de dreas subcorticales de GM (Seccién
4.8.2). Para mas detalles sobre esta metodologia referirse al articulo de Duarte-Abritta
y cols. [74] y al Apéndice B.1 para el listado de las regiones que componen el atlas

Desikan-Killiany.

Para que la comunién de dos tipos de imégenes sea exitosa es necesario que se
encuentren en el mismo espacio matricial. Es decir, debe haber una equivalencia en
las escalas espacial y de intensidad de las imédgenes, que se logra a través del proceso
llamado registracién o bien del llamado normalizacion dependiendo el caso. El primero
se da cuando se trata de hacer transformaciones espaciales con imédgenes de un mismo
sujeto, por ejemplo imagen T1 y de difusién, y se implementan transformaciones lineales
o de cuerpo rigido, mientras que si se quiere una equivalencia de un mismo tipo de
iméagenes en un grupo de sujetos, se ejecutan transformaciones no lineales conformando

la normalizacion.

En este trabajo, se registraron las imagenes T'1 (y sus parcelaciones) con las imédge-
nes de difusién de cada sujeto con el comando f1irt del software FSL, en otras palabras:
se movié cada imagen T1 al espacio de su contraparte difusiva. Hacer la transformacién
lineal en este sentido evita tener que reorientar los gradientes de difusién y asi posibles

distorsiones en la orientacién y direccién de fibras.
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4.4. Procesamiento de dMRI

En esta seccion se explican las diferentes etapas en el procesamiento de la imédgenes
de difusiéon una vez adquiridas hasta la ejecuciéon de la tractografia probabilistica y la
obtencién de métricas para el estudio de la microestructura de WM. La Fig. 4.3 presenta

un diagrama de flujo de este procesamiento.

/A) Imagenes de difusién )

' B) Preprocesado
. Correccian c - S
Filtrado de : orreccion Narmalizacidn
dids, —> Socomenies . dol global de
TR y bias field intensidades
movimiento
C) Orientacién de fibras F) Microestructura de WM
Pl
Estimacion 5. Célculode | £ clﬁiﬁ
de RF FOD ' + +
3"
= FDG -’ MO
D) Tractografia probabilistica ) Conectividad estructural
Genaracidn de Filtrade de Canstruccion
streamlines streamlines del Wﬂm
con ACT (SIFT) mu']mm'al
Parcalacion de GM

FiGUrA 4.3: Etapas del procesamiento de las imdgenes de difusion una vez adquiridas

(panel A) hasta la obtencion de las métricas de microestructura de WM (panel F) y los

conectomas estructurales (panel E), pasando por el preprocesado (panel B), la obtencidn
de la orientacion de fibras (panel C) y la tractografia probabilistica (panel D).

4.4.1. Preprocesamiento

La senal de dMRI resulta sensible a los movimientos estocésticos de las moléculas
de agua y su interaccién con el medio que las rodea. Sin embargo, esta senal también

es sensible al ruido térmico propio de dichos movimientos, provocando la atenuacién
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de la senal medida y llevando a una relacién senal-ruido tipicamente baja. Esto se ve
reflejado en los parametros difusivos de interés que se calculan a partir de las imagenes
de difusién. Con tal motivacion, el primer paso del preprocesamiento fue la reduccion de
fluctuaciones en la senal reflejadas en la imagen reconstruida debidas al ruido térmico.
Para esto, se aplicé un algoritmo que estima el ruido y luego lo filtra utilizando teoria

de matrices aleatorias [75].

A continuacién se corrigieron las distorsiones debidas a corrientes inducidas y
movimientos de los sujetos. En primer lugar estas corrientes, también llamadas de
Foucault, son producidas a partir de los cambios en los gradientes aplicados durante la
adquisicién causando artefactos sobre la imagen final. Una vez hecha esta correccion,
se procede a reducir los artefactos provocados por los movimientos involuntarios de
los sujetos dentro del resonador. Este ultimo tipo de artefactos resulta inevitable y su
impacto en la imagen depende del rango de movimiento (que suele ser desde fracciones
de milimetro a fracciones de centimetro). El algoritmo aplicado predice cémo deberia
lucir cada volumen de la imagen de difusién y la compara con la imagen observada,
luego esta informacién es utilizada para actualizar la estimacion del campo de corrientes

inducidas y la posicién del sujeto [76].

La siguiente correccién esta relacionada con inhomogeneidades producidas por
el campo de las radiofrecuencias, que producen un artefacto conocido por su nombre en
inglés: bias field. A pesar que este artefacto tenga bajo impacto visual sobre las imagenes,
suele traer distorsiones que perjudican instancias mas avanzadas del procesamiento. Este
bias field fue estimado y reducido mediante un algoritmo de esperanza-maximizacién

utilizando estimadores de maxima verosimilitud [77].

Por 1ltimo, se normalizé de forma global y automaética la intensidad media de
WM utilizando la imagen no difusiva (es decir, el volumen bg) de cada sujeto de la
muestra. Esta normalizacion de intensidades resulta sumamente necesaria ya que
corrige variaciones en dos niveles: el primero a través de los sujetos, ya que es posible
que el rango de intensidades de un sujeto varie respecto a otro; el segundo dentro de
un mismo sujeto, ya que en los véxeles que presentan mas de un tejido (por ejemplo,
WM y CSF en el drea alrededor de los ventriculos) puede haber sobre-estimacion de la
intensidad de uno de ellos. Omitir esta normalizacién puede resultar en un incorrecto y

poco preciso calculo de las métricas difusivas de interés.

Los comandos ejecutados en esta primera etapa de correccién y filtrado forman
parte del software MRtrix3 y son: dwidenoise, dwipreproc, dwibiascorrect, y

dwiintensitynorm. El panel B de la Fig.4.3 esquematiza esta etapa.
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4.4.2. Funciéon respuesta y distribucion de orientaciones de fibras

Como fue explicado en la Seccién 2.2.6, las orientaciones de fibras presentes en
cada véxel pueden ser calculadas conociendo la senal de difusiéon medida y la funcién
de respuesta de WM al campo magnético aplicado. Asi se han desarrollado algoritmos
que se complementan con modelos multitensoriales como CSD, para estimar la funcién
respuesta de todos los tejidos a partir de un conjunto de véxeles y asi disminuir dis-
torsiones, principalmente en véxeles que presentan mas de un tejido [78]. Sin embargo,
muchas veces existe una limitacién técnica, originada durante la adquisicién que restrin-
ge aun mas el pequeno universo de algoritmos para dicha estimacién. Esta limitacion es
la cantidad de factores b aplicados (es decir, cudntos b # 0 se utilizaron durante la adqui-
sicién): en breves palabras cudntos més factores b se hayan aplicado, mejor se van a poder
distinguir los tejidos y mas acertada serd la estimacion del perfil de la senal de cada uno.
Debido a que cada vez mas imagenes de difusiéon pensadas desde una perspectiva clinica
se procesan también con un fin cientifico de investigacién, es que se estan desarrollando
algoritmos que permitan ejecutar este paso del procesamiento con la mayor precisién
posible sin importar la cantidad de b# 0 aplicados. Los datos aqui procesados cuentan
con una “dnica céscara”, es decir con un tinico b0 aplicado (b; =1000s/mm?). Se ha
ejecutado el algoritmo automatico y no supervisado dwi2response dhollander, el cual
selecciona el conjunto de voxeles mas apropiado comparando las caracteristicas difusivas
de las funciones respuesta de cada tejido (Fig.4.3 panel C) y empleando la informacién

proveniente del tinico b; adquirido [79].

El siguiente paso consisti6 en calcular la funcién densidad de orientaciones (ODF)
de fibras por véxel en una base de armonicos esféricos (SH), utilizando la estimacién de la
funcién respuesta de cada tejido. Como resultado se obtuvo una imagen que contiene las
distribuciones de orientaciones de fibras (FOD) representadas en los coeficientes
de SH como Iébulos. Se ejecutd entonces el comando dwi2fod msmt_csd, el cual mejora
significativamente la precision de las imagenes FOD y reduce la presencia de 16bulos
espurios en el desarrollo de SH respecto a su algoritmo predecesor dwi2fod csd. Ambos
efectos benefician la generacién de mapas de métricas de microestructura de WM y de
streamlines en la tractografia [78]. Respecto al desarrollo de SH, el grado maximo posible
depende del nimero de direcciones de gradientes aplicados [27], en este caso al contar

con 35 direcciones no colineales se alcanzd el orden maximo ;4 = 6.

4.4.3. Tractografia probabilistica

Como fue introducido en la Seccién 2.3, el proceso de tractografia requiere tomar
diversas decisiones para que su ejecucién sea acorde a los datos en cuestion y el resultado
lo mas fidedigno posible. En este caso se opté por un algoritmo probabilistico que

toma como entrada la imagen FOD obtenida anteriormente, trabaja con integracion a
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segundo orden e interpolacién trilineal (tckgen iF0D2) [80]. Para cada sujeto se utilizé
su propia imagen FOD como semilla y se aplicé un proceso dindmico en esta primera
etapa, el cual estima la densidad de fibras en la WM y junto con la informacién de la
amplitud de l6bulos, identifica y actualiza las regiones con mayor probabilidad de generar
streamlines. Este mecanismo asume que habiendo previamente corregido y filtrado ruido
y artefactos, la densidad de streamlines deberia ser consistente con la densidad de fibras
[81].

Por su parte, el tamano del paso en cada iteracién fue de la mitad de la longitud
del véxel en la direccién de propagaciéon, el dngulo maximo permitido entre pasos de
90°, la longitud minima de cada streamline del doble del tamano del véxel mientras
que la maxima fue fijada en 250 mm (pardmetros establecidos por defecto y utilizados
ampliamente [80]). Ademads para el crecimiento (y finalizacién) de los streamlines no sélo
se consideraron estos valores usuales, sino también se complementd con la informacién
anatémica proveniente de los tres tejidos biolégicos. Este enfoque se denomina trac-
tografia anatémicamente restringida (ACT) y emplea la segmentacién en tejidos
obtenida a partir de la imagen T1 de cada sujeto [82]. Como criterio de finalizacién se
aplicé que se trunque la propagacién al alcanzar la interfaz GM-WM. Con todos estos

criterios se obtuvieron 10 millones de streamlines por tractograma.

A pesar de los criterios implementados, la reconstruccién de fibras nerviosas a
través del proceso de tractografia se ve afectada por las limitaciones propias de la ad-
quisicién de las iméagenes y del posterior procesamiento, causando la disminucién en
la precisién biolégica del tractograma resultante. Con el fin de mejorar esta precision
biolégica es que se emplean herramientas que complementen el proceso de reconstrucciéon
con informacién anatémica. En este conjunto de herramientas se encuentran la ACT y el
mecanismo dindmico de semilla mencionados anteriormente. Este tltimo forma parte del
método llamado filtro informado por deconvolucion esférica de tractogramas
(SIFT) disenado para mejorar retrospectivamente el tractograma: filtra los streamlines
que mejor representan la composiciéon anatémica de la WM basandose en la informacion
brindada por deconvolucién esférica ya calculada [83]. Ejecutando el comando tcksift
se filtré cada tractograma de 10 millones de streamlines generados originalmente a 2

millones (Fig. 4.3, panel D).

4.4.4. Conectividad estructural

Haciendo uso del tractograma filtrado y la parcelaciéon anatémica de la imagen
T1, se obtuvo un conectoma estructural para cada sujeto (Fig.4.3, panel E). La
informacién de cada conectoma se almacena en una matriz cuadrada, simétrica y no
binaria (pesada), donde cada fila/columna es una regién de la parcelacién utilizada y
cada elemento de matriz es la cantidad de streamlines generados y asociados al par de

regiones involucradas en esa conexién determinada. En este caso se seleccionaron 84
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regiones corticales y subcorticales de GM del atlas de Desikan-Killiany. Los conectomas
obtenidos son no dirigidos, puesto que para el elemento de matriz Cj; el comando ejecu-
tado (tck2connectome) promedia la cantidad de streamlines generados desde la regién
i hacia la regién j con los generados en el sentido contrario (desde la regién j hacia la

i) obteniéndose el mismo valor que para el elemento C};.

Si bien se ha avanzado notablemente en el desarrollo de algoritmos de tractografia
mejorando sus resultados, este proceso no deja de ser una mera reconstruccién espacial
de las fibras nerviosas que componen el cerebro, y por lo tanto siempre tiene asociado un
grado de incerteza. Esta incerteza existe (en mayor o menor medida) independientemente
del tipo de algoritmo y filtros ejecutados, y se traslada a los conectomas estructurales
donde se encuentran valores de pocas unidades hasta las decenas de miles de streamlines.
Debido a esto es que se abren nuevos interrogantes, que en su mayoria ain se encuentran

en debate, por ejemplo:

1. ;Cuél es la minima cantidad de streamlines que se requieren para considerar que

eriste conexion entre dos regiones cerebrales?

2. A qué se debe el amplio de rango en la cantidad de streamlines generados entre

dos regiones?
3. (Esta variabilidad es fiel a la anatomia?

4. Cuando se genera una pequena cantidad de streamlines entre dos regiones, ;es
debido a fluctuaciones del método? ;Es correcto desestimarla frente a elementos

de matriz de varios miles o incluso de mas de una decena de miles de streamlines?

5. Qué sucede al comparar el mismo par de conexién entre todos los sujetos de un

mismo grupo?

Con el objetivo de responder estas preguntas, se han implementado diferentes
estrategias inspiradas a partir de metodologias reportadas en trabajos cientificos previos.
En primer lugar, partiendo de la idea que el cerebro debe comportarse como una red
integrada que transmite informacién entre las regiones que la componen, se explord
globalmente el comportamiento de cada grupo respecto a las caracteristicas topoldgicas
de un conectoma promedio. Es decir, para cada grupo se calculé un conectoma promedio,
a partir de los conectomas individuales de cada sujeto, y se definié como conexién (C) a
cada elemento que tenga al menos u cantidad de streamlines, de lo contrario ese elemento
se reemplazaba por 0 [84]:

.- Cij siCiyj > u
0 &Gy <uw

Donde u es un elemento del conjunto de umbrales & = {10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600}.
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Para cada conectoma promedio y umbralizado se calcularon los tres coeficientes
que definen una red de mundo pequeno (v, A\ y o; Ecs.2.23, 2.24, 2.25) y se eligi6
el conectoma que mejor representaba ese tipo de redes en cada grupo. A partir de
dicho conectoma promedio y umbralizado seleccionado, se aplicé el mismo umbral a los
conectomas individuales de cada grupo para continuar el andlisis. Es decir, se estudiaron
las caracteristicas de redes de mundo pequeno sobre el conectoma promedio de cada
grupo y luego fueron trasladadas a los conectomas individuales empleando el mismo

umbral.

Teniendo ya los conectomas de cada sujeto que responden a las caracteristicas de
redes de mundo pequefio, se buscaron diferencias significativas en los valores de conexién
entre los grupos. Para esto se aplicé el test de suma de rango Wilcoxon (equivalente a
una prueba en U Mann-Whitney), seguido por correcciones miiltiples implementado en

el algoritmo False Discovery Rate Benjamini-Hochberg (FDR-BH) (ver Seccién 4.7).

Por 1ultimo, también se calcularon las siguientes métricas sobre los conectomas
de cada sujeto: distribucién de grado, coeficiente de agrupamiento, eficiencia local y
global, intermediacién de enlaces y de nodos. En todos los casos se buscaron diferencias

significativas entre grupos y se aplicaron correcciones multiples.

4.4.5. Microestructura de sustancia blanca

Si bien se sabe que las métricas derivadas del tensor de difusién, como fraccién de
anisotropia (FA) y difusividad media (MD), son apropiadas sélo en algunos casos y que
presentan limitaciones para describir la microestructura es regiones con entrecruzamien-
to de fibras, se decidié incorporarlas en este estudio para tener una primera inspeccién
de la microestructura de la sustancia blanca (WM) y utilizarlas como informacién com-
plementaria de otras métricas nuevas y que podrian resultar més detalladas (Fig. 4.3,
panel F). Asi se calculé para cada sujeto los mapas de FA y MD con el comando dtifit
del software FSL.

Lo que se busco en esta instancia es encontrar métricas que cuantifiquen la arqui-
tectura global de la WM y también aquellas caracteristicas sutiles pero genuinas de cada
grupo. Con esta motivacién se aplicé el andlisis basado en fizeles (FBA) [85], donde un
fixel se refiere a una poblacién de fibras dentro de un véxel, pudiendo haber méas de
un fixel por véxel y mejorando asi la resolucién espacial. A través del FBA se logran

obtener las siguientes tres métricas para evaluar la microestructura de WM:

» densidad de fibras (FD): derivada de las imdgenes FOD, cuantifica el volumen
restringido por el compartimiento intra-axonal para cada fixel y su concentracion
de fibras. Es especialmente sensible a alteraciones en la microestructura dentro de

un véxel. Todos lo valores obtenidos se normalizan espacialmente a una plantilla
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estandar con el fin de hacer una comparacién grupal de esta métrica (Fig.4.4 a,
[6])-

» seccién transversal de un haz de fibras (FC): esta métrica mide el volumen
de un fixel en términos de la cantidad de véxeles que ocupa y no de la cantidad
de axones presentes. Es decir, esta métrica es sensible a si se contrae o dilata la
seccién transversal de un haz de fibras sin importar si la cantidad de axones se ve
modificada (Fig. 4.4 b, [6]).

» seccién transversal y densidad de fibras (FDC): esta medida es la combi-
nacién de las dos anteriores, en la cual una diferencia en la seccién transversal de

un haz es acompanada por un cambio en la densidad de sus fibras (Fig.4.4 c, [6]).
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FIGURA 4.4: Figura adaptada del articulo de Raffelt y cols. [6]. Se esquematizan las
tres métricas que describen posibles cambios en la microestructura de WM, desarrolladas
dentro del andlisis basado en fixeles (FBA).

4.4.6. Analisis basado en fixeles

En el trabajo de Raffelt y cols. [6], se presenta el método estadistico FBA que
permite estudiar un haz de fibras dentro de un véxel basandose en la informacién pro-
veniente de CSD y caracterizando incluso las areas que presentan entrecruzamiento de
fibras.

En primer lugar, se debié construir una imagen FOD que represente toda la mues-

tra y se encuentre en un espacio comun a todos los sujetos. Debido al tiempo de cémputo
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que implica la construccion de esta imagen FOD plantilla, se seleccioné un subcon-
junto de 20 sujetos de cada grupo, similares en edad y manteniendo las caracteristicas
generales de la muestra total. También se construy6 una méascara-plantilla la cual deli-
mita las dreas que participan del analisis. Utilizando ambas plantillas, se identificaron
los fixeles que contribuyeron al posterior andlisis estadistico. Es decir, la méscara-
plantilla delimit6 el area de la cual se debia extraer la informacién de orientacion de
cada poblacién de fibras en cada voxel de la imagen FOD plantilla. Ademads, se fijé6 un
umbral con el fin de limpiar aquellos fixeles que corresponden a l6bulos muy pequenios y
que podrian introducir ruido y artefactos. La Fig. 4.5 muestra para un sector del cerebro

en su vista coronal el desarrollo de armoénicos esféricos y sus correspondientes fixeles.

FIGURA 4.5: Panel izquierdo: 16bulos del desarrollo de armdnicos esféricos (SH) corres-

pondientes a la imagen FOD plantilla coloreados segin su orientacion. Panel derecho:

fizeles obtenidos y seleccionados a partir de los lébulos, coloreados segin la amplitud
del l6bulo originante (mayor amplitud del l6bulo, mayor intensidad del fixel).

A continuacién se aplicaron dos clases de transformaciones espaciales: cada
imagen FOD individual fue registrada con la plantilla, y la plantilla fue registrada con ca-
da imagen FOD de los sujetos. Estas transformaciones permitieron calcular las métri-
cas de microestructura de WM en el espacio nativo de cada sujeto correspondientes
a cada fixel cuya contraparte estaba presente en la imagen FOD plantilla. De este modo,

se obtiene un valor por métrica por fixel para cada sujeto.

Por su parte, la segmentacion de los 16bulos del desarrollo de arménicos esféricos en
fixeles es empleada no sélo para el calculo de métricas sino también para la generacién
de streamlines que forman un tractograma. A partir de la imagen FOD plantilla se
gener6 un tractograma de 20 millones de streamlines que después de la aplicacion del
algoritmo SIFT se filtraron a 5 millones. Luego, se construy6 una matriz de conectividad

de fixeles para toda la muestra.

Por tdltimo, se compararon estadisticamente las medidas de FD, FC y FDC entre
los dos grupos a través de un Modelo General Lineal y una posterior prueba no
paramétrica de permutaciones. Cada modelo tomé como entrada los valores de una
métrica por fixel por sujeto y la matriz de conectividad, ademéas de una matriz de disefio

y otra de contraste. Para las correcciones multiples, se ejecutaron 5000 permutaciones.



Meétodos y procesamiento de imdgenes 49

Los parametros empleados del comando ejecutado (fixelcfestats) referidos a la co-
nectividad de fixeles fueron los de defecto. Finalmente, para facilitar la visualizacion de
resultados se calculé para cada métrica el tamano de efecto porcentual relativo a
controles (como: 100 x mediacs —mediaoroan /mediacs ), €s decir se obtuvo un porcentaje de

cambio de cada métrica respecto al grupo control.

Los principales comandos ejecutados fueron: population_template, mrtransform,
fod2fixel, fixelcorrespondence, fixelconnectivity y fixelcfestats. Todo el anali-
sis fue ejecutado haciendo uso del Centro de Computacién de Alto Rendimiento (Ce-
CAR) de la Facultad de Cs. Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.
Para mas detalles acerca de las opciones y entradas para cada paso de esta metodologia
consultar la documentacién de MRtrix. En el Apéndice A se muestra la Fig. A.1 adap-
tada del articulo de Raffelt y cols. [6] en la que se esquematiza la consecucién de cada

paso ejecutado dentro del FBA.

4.5. Procesamiento de fMRI

4.5.1. Principios basicos de fMRI

En el Capitulo 2, al presentar los alcances de la conectividad cerebral se introdujo
brevemente el concepto de imagenes por resonancia magnética funcional (fMRI). En esta
seccién se daran mas detalles para luego comprender el procesamiento de esta clase de

imagenes.

Para describir y cuantificar una determinada funcién cerebral es necesario primero
distinguir entre areas activas y no activas. En particular, la técnica de fMRI explota las
caracteristicas magnéticas de la sangre y es sensible a los cambios en sus niveles de
oxigeno, permitiendo esa distincion, a partir de lo que se conoce como senal dependiente
del nivel de oxigenacién de la sangre (BOLD). Resulta interesante destacar que la senal
BOLD es la consecuencia de la demanda metabdlica a partir de la actividad neuronal,
no mide directamente dicha actividad, resultando en imédgenes funcionales que reflejan

un correlato con la actividad cerebral.

Los cambios temporales en la senal BOLD provocados por la actividad neuronal
constituyen la funcién respuesta hemodinamica. Cualquier actividad neuronal provoca
un aumento reflejo local en el flujo de sangre oxigenada y un consecuente incremento
en la senal BOLD. Sin embargo, esta respuesta hemodindmica no es inmediata sino
que comienza a distinguirse aproximadamente 2 segundos después de iniciado el evento
que la origina. Ademaés tarda otro par de segundos hasta alcanzar su altura méxima y

alrededor de 15 a 20 segundos en volver a su estado original.


https://mrtrix.readthedocs.io/en/latest/fixel_based_analysis/st_fibre_density_cross-section.html
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Por otra parte, la actividad neuronal basal, es decir aquella que no proviene de
un evento o tarea particulares, conforma la mayor parte del funcionamiento cerebral.
Esta actividad basal o estado de reposo también genera senal BOLD y su estudio
constituye una pieza clave para entender el funcionamiento del cerebro. En esta Tesis se
analizaron las imagenes funcionales en reposo con el fin de obtener matrices y mapas de
conectividad funcional y establecer su contribucién a la caracterizacion del cerebro en
la muestra de Hijos de pacientes con O-LOAD. A continuacién se detallan los pasos que

constituyeron el preprocesado y procesado de las senales temporales de fMRI.

4.5.2. Preprocesamiento

A diferencia de las imégenes de difusién, las funcionales (incluyendo las de es-
tado de reposo) contemplan una dependencia temporal: cada volumen adquirido tiene
un tiempo inicial distinto por lo que brinda informacién del funcionamiento cerebral a
partir de un momento determinado. Ademds, existen diversos modos de adquisicién de
los cortes que constituyen un volumen. En este caso, se adquirieron los cortes interca-
ladamente, es decir que primero se tomaron los cortes impares (desde el cuello hasta
la porcién més superior de la cabeza) y luego se repitié este barrido con los cortes
pares. Como consecuencia, se tiene que dos cortes consecutivos no se corresponden a
dos momentos consecutivos en la adquisicion. Esta dependencia conduce a la necesidad
de una correccién temporal que se realiz6 mediante una interpolacion de los datos
y constituyé el primer paso del preprocesado de las imdgenes. Estableciendo un corte
de referencia, esta interpolacién dié como resultado que cada serie de tiempo tenga los
valores que se habrian obtenido si el corte se hubiera adquirido en simultianeo al de
referencia. En esta correccién se considera la sefial medida como una combinacién lineal
de funciones sinusoidales, y se basa en agregarle una fase para generar el corrimiento

temporal necesario.

Luego de la correccién temporal se siguié con el preprocesado espacial. Se comenzd
con un realineado cuyo fin es subsanar el movimiento del sujeto ocurrido durante la
adquisicién, al igual que sucede con las imagenes de difusién. Esta etapa consiste en
el calculo de tres pardmetros de movimiento de traslacién y tres de rotacién respecto
a una referencia, para cada volumen de cada sujeto. A continuacién se aplicé sobre la
imagen original estos pardmetros mediante una transformacion de cuerpo rigido, con el
fin corregir los movimientos. Existen al menos dos posibles escenarios: uno en el cual los
movimientos de cabeza son involuntarios y sutiles, y alcanza con aplicar la transforma-
cién lineal para corregirlos; y otro en el cual el rango del movimiento es mayor que la
longitud de un lado del véxel. Este tltimo caso es més problemético, ya que rompe con
la correspondencia espacial de un véxel volumen a volumen, y requiere de otras medidas,

como el cdlculo de valores intermedios o la remocién de los datos con estos artefactos.
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En este trabajo se estimaron los parametros del realineado empleando interpolacién me-
diante splines, se los inspeccioné y aplicé. En ningiin caso se identificaron movimientos

que demanden alguna de las medidas extremas mencionadas.

El segundo paso del preprocesado espacial es la normalizacion. En esta ocasion,
se aplican transformaciones no lineales para trasladar todos los sujetos a un espacio es-
tandarizado con caracteristicas morfoldgicas comunes. En otras palabras, a diferencia del
realineado que es una transformacion intra-sujeto, la normalizacién es un procedimiento
inter-sujetos y modifica en tamano y forma las estructuras cerebrales de modo tal que
sean espacialmente comparables a nivel grupal. Esta etapa de normalizacién suele ser
conflictiva en muchos casos, especialmente cuando se trata con cerebros atrofiados o con
patologias degenerativas, por lo que resulta fundamental que la imagen de referencia
utilizada sea la adecuada para que la transformacién sea correcta. En este caso se uti-
liz6 el espacio estandarizado MNI descripto por Talairach y Tournoux [86] y un mapa
de referencia de tejidos segmentados implementado dentro de la herramienta SPM12.
El método de interpolacién aplicado fue trilineal. Todas las normalizaciones resultantes
fueron inspeccionadas una a una buscando evitar deformaciones y futuras discordancias

espaciales.

Por 1ltimo, el ultimo paso del preprocesado consistié en aplicar un kernel Gaus-
siano para suprimir ruido y artefactos residuales de las transformaciones espaciales em-
pleadas en los pasos anteriores. Este suavizado se llevo a cabo con un kernel isotropico

de 8 mm de lado.

Todo el preprocesado fue llevado a cabo con la herramienta SPM12 del software
Matlab R2017a en la Fig. 4.6 se presenta un esquema de esta etapa (panel B) y de los

pasos siguientes (paneles C y D).

4.5.3. Filtros de frecuencia

Durante el tiempo de adquisicion, la actividad neuronal es sélo uno de los procesos
que transcurre y medirla es el objetivo principal de las secuencias de fMRI. Sin embargo,
es posible que senales procedentes de otras actividades fisiolégicas interfieran y se acoplen
a la senal medida. Tal es el caso de la actividad cardiaca y la respiratoria, las cuales
estan caracterizadas por frecuencias mayores (con rangos de 1Hz a 1.5Hz y de 0.2Hz a
0.3 Hz, respectivamente) a las tipicas de la actividad neuronal en reposo cuya frecuencia
es menor a 0.1 Hz [87]. Sin embargo, y debido al acoplamiento durante la adquisicién, es

fundamental filtrarlas debidamente durante su procesamiento (Fig. 4.6 panel C).

Otro tipo de artefacto presente en la senal BOLD es el aumento (o disminucién)
constante y sostenido de la sefial debido a inestabilidades propias del resonador, como

pueden ser el efecto térmico [88, 89]. Estos fenémenos ocurren a frecuencias mucho més
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FIGURA 4.6: FEtapas del procesamiento de las imdgenes de funcionales una vez adqui-

ridas (panel A) hasta la obtencion de la conectividad mediante métodos de nodos o

semilla (panel D), pasando por el preprocesado (panel B) y la aplicacion de los filtros
necesarios (panel C).

bajas (< 0.01 Hz) que la de interés pero que al acoplarse generan una deriva lineal que

también debe removerse.

La herramienta REST (RESting-state fMRI data analysis Toolkit) [90] desarrolla-
da para el procesado de imégenes funcionales, implementa dos algoritmos para filtrar
los efectos mencionados anteriormente. El primero es un filtro paso de banda, el cual
utiliza la transformada discreta de Fourier para pasar del espacio temporal al de fre-
cuencias, eliminar las frecuencias correspondientes, y mediante la transformada inversa
volver al dominio temporal. En este caso se filtraron todas las frecuencias por fuera del
rango 0.01Hz a 0.08 Hz. El segundo, estima la deriva lineal mediante un ajuste de

cuadrados minimos y la remueve de la sefial medida.
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4.5.4. Conectividad funcional

Como fue introducido en la Seccién 2.4, la conectividad funcional (FC) se obtiene
a partir de correlacionar dos senales temporales (Fig.4.6 panel D). Es decir, el valor
de conectividad funcional no es mas que el coeficiente de correlacién de Pearson (r)
entre las senales BOLD de dos regiones del cerebro. La ecuacién 4.1 exhibe la expresién

matematica de la correlacién lineal de Pearson entre dos senales x e y:

> NCEE )
Vi (@i — )22 (v — )%

donde T e ¥ son los valores medios de las series temporales x e y. Si el coeficiente 7,

Ty € [—1,1] (41)

Txy

toma valor absoluto 1, significa que las dos sefiales estdn completamente sincronizadas:
si 7zy =1 tiene una relacién directa mientras que si r, =-1 representa una relacién
inversa. El caso de r,, = 0 significa que no existe relacién lineal entre ambas senales. Los
valores intermedios expresan relaciones directas o inversas (segin su signo) pero més

débiles que en el caso de los extremos.

Este modelo de correlacién de Pearson se puede aplicar en dos métodos diferentes
para obtener la FC. El primero es el método semilla (conocido también como vozel-
wise), en el cual se promedia la sefial BOLD de todos los véxeles que constituyen una
regién determinada definida como semilla, y se la correlaciona con la serie temporal de
cada voxel restante. Aplicando este método se obtuvieron los mapas de conectividad
funcional que indican la sincronizacién (directa, inversa o su ausencia) de todo el ce-
rebro respecto de la regién semilla. En este caso con el objetivo de estudiar las areas
que se ven afectadas primeramente en la enfermedad de Alzheimer (AD) segin estu-
dios morfolégicos post-mortem [51], se seleccionaron como regiones semillas las parcelas
correspondientes a la corteza entorrinal’ (EC) y al talamo antero-dorsal? (TAD). A di-
chos mapas individuales se les aplicé una prueba estadistica ¢ por grupo para encontrar
sus principales areas de sincronizacién que lo caracteriza, y para otra prueba ¢ de dos
muestras con el fin de buscar diferencias significativas en la conectividad entre las dos

poblaciones de estudio.

El segundo escenario, llamado método de nodos (o ROI-wise) implica correla-
cionar la senal media de todo par de regiones (obtenida a partir de promediar la senial
proveniente de todos los véxeles que las integran). Los resultados de esta técnica se
almacenan en una matriz donde cada elemento es el coeficiente de correlacién r de Pear-
son entre cada par de regiones (Fig. 4.6, panel D). A estas matrices se le pueden aplicar

diversas herramientas estadisticas y matematicas para su andlisis y comparacion.

Cualquiera de los mencionados sea el método aplicado, previo al calculo de co-

rrelaciones se aplica un Modelo General Lineal (Ec.4.2; Fig.4.6, panel D) con el

!Del atlas Desikan-Killiany.
?Del atlas Morel [91, 92].
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fin de remover exhaustivamente artefactos. Es decir, si bien se aplicaron diversos filtros
y correcciones en la etapa anterior, este preprocesado puede no ser acabado. Tal es el
caso de los movimientos sutiles (aquellos menores al tamano de un voxel) de los sujetos
[93], ¥ de los ya mencionados efectos de inestabilidades propias del escaner que podrian
afectar particularmente dreas con presencia de CSF o WM [94]. Con esta motivacién, se
incorpor6 como covariables en la matriz de diseno X del modelo los seis pardametros de
movimiento (obtenidos durante el realineado) y la senal media obtenida del CSF [95].
A través de la utilizacién de una mascara de CSF obtenida a partir de la segmentacion
en tejidos de la imagen T1 de cada sujeto, se extrajo la senal temporal de las imégenes
filtradas y preprocesadas, y se incorpord su promedio como covariable. De este modo, se
obtuvieron los residuos (€) y los pardmetros 5 que mejor ajustaron las covariables (X)

con la senal medida de cada véxel (Y') de la ecuacién 4.2.

Y = X8 +e (4.2)

4.6. Acoplamiento de conectividades cerebrales

Como fue presentado en la Seccién 2.4.2, en esta Tesis también se busco introducir
el concepto de acoplamiento de conectividad cerebral explorando la posible asociacién
entre SC y FC en el grupo de interés O-LOAD y compararla con la analoga para el
grupo control CS.

El acoplamiento de conectividades tiene dos contribuciones: la anatémica que viene
dada por los conectomas estructurales umbralizados obtenidos en la Seccién 4.4.4, y la
funcional dada por las matrices de correlaciéon de Pearson obtenidas con el método
de nodos (Seccién 4.5.4). El primer filtro aplicado tuvo como objetivo resaltar el rol
restrictivo de la SC (Seccién 2.4.2), por lo que para cada sujeto se mantuvo en su matriz
de FC tunicamente los pares de regiones que presentaron una conexién estructural [96].
De este modo, todos los elementos de las matrices de FC que no tuviesen una contraparte
estructural, fueron reemplazados por cero. A continuacion, se aplicé la transformacién

de Fisher para pasar del coeficiente de correlacién r al valor z de Fisher [97].

Con las matrices mencionadas anteriormente se calculd el acoplamiento a través
de correlaciones de Spearman (definiéndolo como el coeficiente de correlacién) en tres

escalas:

= Por sujeto: para un mismo sujeto se tomaron todos los valores de la matriz de SC
y todos los correspondientes a la matriz de FC, y se los correlacioné obteniéndose
un valor de acoplamiento. De este modo, se obtuvo un vector con los valores de
acoplamiento de 21 elementos para el grupo O-LOAD y otro de 22 elementos para
el grupo CS (Fig.4.7).



Meétodos y procesamiento de imdgenes 55

» Por regién: dada que la naturaleza de las matrices de SC y FC es diferente?, para
lograr un acoplamiento por regién fue necesario computar de manera diferente la
contribucién estructural y funcional. Para la SC, se sumaron todos los streamlines
generados a partir y hacia cada regién, obteniéndose un vector por sujeto. Para
la FC, se promediaron los valores de z de Fisher de cada region, obteniéndose
también un vector por sujeto. Luego se correlacionaron los valores de SC y FC por
region de los sujetos controles y de los sujetos del grupo O-LOAD separadamente,

generando un vector de 84 elementos por grupo (Fig.4.8).

= Por par de conexidén: en este caso se estudié el acoplamiento a una escala mas
pequena. Se tomaron los valores de todos los sujetos de cada par de interaccién y
se calculf la correlacién entre SC y FC (Fig.4.9) para cada grupo. Se obtuvo un

vector de 3486 elementos por grupo.

sC FC Acop

| pares do mlBrACCion

>

F1GURA 4.7: Acoplamiento por sujeto. Cada sujeto control estd notado como ¢; y sujetos

del grupo O-LOAD h;. La cantidad de sujetos controles es nl, la de sujetos del grupo

O-LOAD es n2, i es la cantidad total de pares de conexion. Se obtuvo un vector por
grupo de tantos elementos como sujetos en el grupo.

En las Figs. 4.7, 4.8 y 4.9, se presentan esquemas que ilustran el modo en que se
calcul6 el acoplamiento en cada nivel de estudio. En cada figura, las tablas representan
matrices con valores de conectividad estructural o funcional. En cada caso, los colores

de cada fila o columna senalan el modo en que se calculé la correlacién.

En cada uno de los tres niveles se estudiaron dos aspectos: el primero fue inter-
grupo, en el cual se buscaron diferencias significativas (mediante una prueba U de Mann-
Whitney) en la distribucién de los coeficientes de acoplamiento obtenidos para el grupo
O-LOAD y para el CS. El segundo aspecto fue intra-grupo: haciendo uso de que cada
coeficiente de acoplamiento tiene asociado un valor de p, se aplicaron correcciones de
hip6tesis multiples (ver Seccién 4.7) por grupo para seleccionar unicamente aquellas

instancias (dependiendo del nivel que se esté explorando estas instancias fueron regiones

3La SC es la acumulacién de los streamlines generados durante la tractografia y la FC es la sincroni-
zacién entre la actividad de regiones caracterizada por una medida con un rango de valores definido (r
de Pearson).
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F1GURA 4.8: Acoplamiento por region de GM. Para cada sujeto se utilizaron valores
colapsados de SC' (suma de streamlines por region) y FC (promedio de z de Fisher por

region). Dentro de cada grupo, se correlacionaron todos los valores colapsados de cada
region de SC con los de FC.

de GM o pares de conexién) con significancia estadistica (p <0.05). Lo interesante de
este aspecto es que en cada grupo se pudieron identificar regiones o pares de conexién
con acoplamiento significativo, y asi evaluar cuéles estuvieron ausentes (o no) en el grupo
O-LOAD.
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FI1GURA 4.9: Acoplamiento por par de conezion. Se toman los valores de SC y FC para
cada par de regiones de todos los sujetos de cada grupo y se los correlaciona.

4.7. Comparaciones estadisticas

Con el objetivo de lograr un procesamiento riguroso y resultados que reflejen la
naturaleza de los datos originales, se han aplicado diversas técnicas estadisticas. En
primer lugar, se empled la prueba no paramétrica para muestras independientes U
de Mann-Whitney a través del comando ranksum de Matlab R2017a. En los casos en

los que se compararon diversas métricas o multiples hipétesis de una misma métrica,
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se corrigieron los valores de p obtenidos mediante la estimacién de la tasa de falsos
positivos con el procedimiento de Benjamini-Hochberg (FDR-BH, [98]) con la funcién
fdr_bh. Unicamente se aplicé t-test paramétrico en los casos en que las variables de

estudio cumplen las hipdtesis necesarias.

En el mismo sentido, para estudiar las posibles asociaciones entre métricas de in-
)
terés, se ejecutaron correlaciones de Spearman (o de Pearson segin las caracteristicas de

la muestra) seguidas por correcciones a través del método FDR-BH cuando corresponda.

4.8. Mas asociaciones: medidas cognitivas y métricas de
GM

En el Capitulo 3 se explicé cémo esta Tesis surge en el marco de un proyecto mas
amplio en el cual se estudié mediante diversos métodos la misma muestra de sujetos
O-LOAD. Para tener una mirada global y conjunta, en esta seccién se exploran posibles
asociaciones entre los resultados de esta Tesis y de los deméas métodos investigados. Para
esto se calcularon correlaciones (de Spearman o Pearson segin corresponda en cada caso)

del siguiente modo:

1. Entre métricas de microestructura de WM y morfoldgicas de GM (volumetria y

espesor cortical),

2. entre métricas de microestructura de WM y aquellas obtenidas de imagenes PET
(PET-PiB y PET-FDG),

3. entre métricas de microestructura de WM y variables cognitivas,

4. entre valores de FC de pares de regiones especificamente seleccionadas por su

importancia con AD? y variables cognitivas.

El desarrollo las metodologias mencionadas en esta Seccién no pertenecen al plan
de trabajo de la presente Tesis, sino que son parte de colaboraciones con otras tesis
doctorales. Sin embargo, resulta interesante desde la perspectiva de la enfermedad incluir
las asociaciones encontradas entre los resultados de estas metodologias y las técnicas
aplicadas propiamente para esta Tesis. Las herramientas aplicadas para obtener dichas

asociaciones si forman parte de esta Tesis.

Se dard a continuacién una descripcién de la evaluacién cognitiva administrada y
de las métricas obtenidas a partir de imégenes PET y T1, si se desea se puede recurrir

a los trabajos publicados [74, 99, 100] para mé&s detalle.

4 Aqui se utilizaron regiones de tres atlas diferentes: Desikan-Killiany, Morel, y Etiquetado Anatémico
Automatizado (AAL).



Meétodos y procesamiento de imdgenes 58

4.8.1. Evaluacion cognitiva

A fin de verificar que todos los participantes fueran cognitivamente asintomé&ticos
se administré una bateria neuropsicolégica comprehensiva para evaluar su desempeno
cognitivo. Esta evaluacién fue llevada a cabo por una neuropsicéloga ciega al grupo
experimental de los participantes en una sesién de 90 minutos aproximadamente en la que
se emplearon tareas de uso frecuente en la practica clinica y ampliamente validadas por la
comunidad especialista. El rendimiento neuropsicolégico de los individuos se encontraba

dentro de los limites normales en todas las tareas administradas segiin las normas locales.

» Mini Mental State Examination (MMSE) [71]: se administré como una me-
dida de rastrillaje del funcionamiento cognitivo y fue incorporado para determinar
uno de los criterios de inclusiéon. Mayor puntaje representa un mejor desempeno

cognitivo.

» Inventario de depresién de Beck (BDI II) [101]: se administré para detectar
presencia y severidad de los sintomas depresivos reportados que podrian impactar

en el desempeiio cognitivo. Puntajes elevados reflejan sintomatologia mas severa.

» Fluencia semdantica (categoria animales) [102]: se utiliz6 para evaluar la me-
moria seméntica o “el conocimiento de las palabras”. Puntajes elevados representan

un mejor desempeno.

» Fluencia fonolégica (letra P) [102]: es una medida de la productividad verbal.

Puntajes elevados representan un mejor desempeno.

= Escala de interferencia semantica y aprendizaje de Loewenstein-Acevedo
(LASSI-L) [103]: las tareas de esta evaluacién actuan sobre la interferencia semanti-
ca y son mas sensibles a cambios tempranos en la AD antes que las pruebas cogniti-
vas tradicionales pudieran objetivar deterioro cognitivo. Ademds evalia los efectos
de la interferencia seméntica proactiva (PSI) y retroactiva (RSI) asi como el fra-
caso para recuperarse de la PSI (frPSI) tras instancias de aprendizaje controlado
y recuerdo diferido con facilitacion semantica de dos listas de palabras diferentes
pero que comparten las mismas categorias semdnticas [104]. Mdas detalles sobre la

administracién de esta escala se encuentra en el Apéndice A.

4.8.2. Meétricas corticales y subcorticales de imagenes T1

Teniendo la imagen de contraste T1 parcelada segin lo expuesto en la Seccién
4.3, y mediante la ejecucion del comando aparcstats2table se obtuvo el volumen

y el espesor de las regiones corticales de GM, mientras que mediante el comando
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asegstats2table se obtuvo el volumen de las regiones subcorticales. En ambos ca-
sos se implement6 una normalizacién del volumen total intracraneal con el objetivo

de comparar las métricas obtenidas para cada region en cada sujeto.

4.8.3. Meétricas derivadas de imagenes PET

Como fue presentado en la Seccién 3.3.1 existen tres biomarcadores implementados
en imédgenes de PET capaces de detectar cambios neuropatolégicos debidos a la AD. Dos
de ellos fueron incorporados al proyecto global que estudia la muestra de O-LOAD: el
compuesto 11C-PiB y el 18F-FDG. A través de la técnica de imdgenes PET es posible
medir la actividad metabdlica detectando la radiacién emitida por los radiofarmacos

inyectados en el sujeto.

Las imagenes PET fueron procesadas en conjunto con las iméagenes de contraste
T1 de MRI y luego se realizé un andlisis especifico mediante comandos implementados

en el software PETSurfer. Este analisis consté de los siguientes pasos:

1. Segmentacién en tejidos utilizada para corregir los efectos de volumen parcial gene-
rados por distorsiones debidas a la baja resolucién del scanner empleado, a través

de métodos de correccién parcial de volumen [105],
2. co-registraciéon de imdgenes PET y contraste T1,

3. correccién de volumen parcial de todas las regiones cerebrales tomando como re-
ferencia la protuberancia o puente, una porcién anatémica del tronco del encéfalo
particularmente resistente a la atrofia cerebral y tomada por tanto como regién de
referencia, y los volimenes de los valores corregidos de los véxeles a nivel cortical

y subcortical,

4. andlisis de superficie para trasladar las correcciones aplicadas a las superficies de

la imagen de cada sujeto individual.

Como resultado de este procesamiento se obtuvo para cada regién de GM la acu-
mulacién de los radiofarmacos mencionados que responden a un mayor metabolismo
cerebral. En el Apéndice A se detallan la adquisicién de las imagenes PET y el modo en

que se obtuvieron los compuestos quimicos necesarios.

En el siguiente capitulo se presentan los hallazgos para cada una de las técnicas

aplicadas.



Capitulo 5

Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a partir de la metodologia
detallada en el Capitulo 4. El capitulo se ordena del siguiente modo: la primera seccién
muestra las imagenes intermedias que se obtuvieron durante el procesamiento de los
datos de dMRI, la segunda los hallazgos en materia de conectividad estructural, la tercera
los resultados del estudio de sustancia blanca. A continuacién se presentan las imagenes
intermedias y los resultados obtenidos de los datos de fMRI. Por ltimo, se exhiben los
hallazgos durante el acoplamiento de la conectividad estructural con la funcional. Cada
seccion se compone por resultados demograficos, resultados propios de cada método

aplicado y hallazgos en las asociaciones con otras variables de interés.

5.1. Imagenes intermedias del procesamiento de dMRI

Como fue explicado en el capitulo anterior, el procesamiento de las imagenes de
difusién consta de diversos pasos y cada uno de ellos estd destinado a ejecutar un nivel
distinto de complejidad en la preparacién de las imagenes que llevan a la construccién
final de los tractos. Para esta seccién se ha seleccionado un sujeto de toda la mues-
tra y se presentan las imagenes intermedias ma&s destacadas obtenidas durante dicho

procesamiento.

En la Fig. 5.1 se muestra el filtrado del ruido y la correccién del bias field, dos de

las cuatro instancias de la etapa del preprocesado.

La siguiente etapa se focaliz6 en la obtencion de la funcién distribucion de orien-
taciones de fibras por voxel. Como primera imagen resultante se obtuvo un subconjunto
de véxeles pertenecientes a los tres tejidos bioldgicos, a partir de los cuales se estimé
la funcién respuesta (RF): en rojo se colorean los voxeles ubicados en dreas de liquido
cefalorraquideo, en azul los voxeles de areas de sustancia blanca, y en verde los corres-

pondientes a sustancia gris (panel izquierdo Fig.5.2). En el panel derecho se muestra

60
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Auido filtrado Correccidn del hias feld

FIGURA 5.1: Imdgenes intermedias del procesamiento de datos dMRI. (Izquierda) ex-
traccion de ruido y (derecha) correccion de las inhomogeneidades del campo aplicado.

el desarrollo de arménicos esféricos para cada véxel, el cual describe la distribucién de
orientaciéon de fibras. En este caso los colores senalan la direccion principal de cada
orientacion, siendo la convencién: izquierda <> derecha en rojo, anterior <> posterior en

verde, y superior <> inferior en azul.

FIGURA 5.2: Imdgenes intermedias del procesamiento de datos dMRI. (Izquierda) fun-

cion respuesta por tejido: CSF en rojo, WM en azul, GM en verde. (Derecha) Dis-

tribucion de orientacion de fibras por voxzel: izquierda <> derecha en rojo, anterior <
posterior en verde, y superior <+ inferior en azul.

La Fig.5.3 muestra una imagen que colapsa la segmentacién por tejidos (panel
izquierdo) incoporada para restringir segin la anatomia cerebral el proceso de tracto-
grafia probabilistica ejecutado. En el panel derecho se presenta el tractograma obtenido.
Nuevamente los streamlines estan coloreados segin su direccién siguiendo la misma con-

vencion que la orientacion de fibras.

FIGURA 5.3: Imdgenes intermedias del procesamiento de datos dMRI. (Izquierda) seg-
mentacion de tejidos cerebrales. (Derecha) Tractograma final.
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Para estudiar la conectividad estructural, a partir del tractograma y de la parce-
lacién en regiones de la sustancia gris se obtuvo una matriz donde cada elemento es el
numero de streamlines generados en el proceso de tractografia. Esta matriz guarda las
conexiones generadas entre cada par de regiones de sustancia gris, es cuadrada, simétrica
y pesada, y su representacion grafica es el conectoma estructural (Fig. 5.4). Dado que la

parcelacion utilizada tiene 84 regiones, las matrices son de 84 x84 elementos.

Matriz de conectividad estructural

=~ Conectoma estructural

o T,

F1GURA 5.4: Imdgenes intermedias del procesamiento de datos dMRI. Matriz de conec-
tividad estructural y su representacion grdfica mediante un conectoma.

Por 1ltimo, en la Fig. 5.5 se presentan los mapas de fraccién de anisotropia (FA) y
difusividad media (MD) empleados posteriormente para el estudio de la microestructura

de sustancia blanca.

Mapa de FA Mapa de MD

FiGURA 5.5: Imdgenes intermedias del procesamiento de datos dMRI. Mapas de frac-
cion de anisotropia (izquierda) y de difusividad media (derecha).

5.2. Conectividad estructural y teoria de grafos

Para el estudio de la conectividad estructural (SC) se incluyeron 23 sujetos en el
grupo O-LOAD y 22 sujetos sin antecedentes de ninguna enfermedad neurodegenerati-
va (grupo CS). En la Tabla5.1 se presentan las caracteristicas demograficas, donde los
grupos resultaron similares en términos de edad, género, anos de educacién formal, co-
eficiente intelectual (IQ) estimado y el examen cognitivo que evalia fluencia seméntica.
Todos los participantes eran cognitivamente asintomaticos y su rendimiento neurocog-

nitivo se encontraba dentro de los limites normales.
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Grupo CS | Grupo O-LOAD | Estadistico | p valor
(n=22) (n=23)
Numero de Mujeres 18 15 1.585 0.208
Edad (anos) 51.91 £6.46 54.91+5.37 -1.693 0.100
Atos de Educacién | 17.68 +2.44 17.70 £3.34 -0.016 0.987
1Q Estimado 107.80 £5.91 106.72 +£5.43 0.633 0.530
Fluencia Seméntica | 22.05+4.85 20.74+3.79 0.990 0.328

TABLA 5.1: Tabla con datos clinicos y demogrdficos de la muestra utilizada para el
andlisis de conectividad estructural. Para variables categdricas se aplicé un test de x2,
mientras que para las variables numéricas se utilizo t-test.

Siguiendo el método descripto en la Seccién 4.4.4 se obtuvo un conectoma estruc-
tural por sujeto, y se los promedié por grupo. Sobre el conectoma promedio de cada
grupo se aplicé la definicién de conexién (C) para el conjunto de umbrales U. De este
modo se obtuvo un conectoma promedio por cada umbral (20 en total) por grupo vy,
sobre cada uno de ellos se evaluaron sus caracteristicas de redes de mundo pequenio a
través de las métricas v, A y 0. En la Fig. 5.6 se exhibe como cambian estas tres métricas
de grafos conforme se modifica el umbral u. Ademas, en la figura se observa céomo a
partir del umbral 300 ya no se obtienen valores para A y o. Esto se debe a que al célculo
de X contribuye la longitud de trayectoria (path length) de conectomas aleatorios de
caracteristicas similares al de estudio y, dicha métrica, arroja un resultado infinito. En
otras palabras, a partir de umbrales mayores a 300 los conectomas estructurales dejan
de comportarse como redes de mundo pequeno y se asemejan a redes aleatorias. Con
este motivo y ademds habiendo evaluado los valores de las tres métricas (y > 1, A ~ 1,
o > 1) para u <300, se seleccioné el umbral de 300 como la cantidad de streamlines
necesarias para considerar la existencia de una conexién entre dos regiones tanto en el

grupo control como en el O-LOAD.

Redes de mundo pequeno - Grupo CS Redes de mundo pequeno - Grupo 0-LOAD
L - '

# & # L #

Metricas
Metricas
.

Umisral 51 Umibral 51

FiGURA 5.6: Comportamiento de métricas de redes de mundo pequerio segun el umbral
aplicado en los conectomas estructurales promedios por grupo.

En la Fig. 5.7 se muestra en los conectomas céomo disminuye la cantidad de enlaces

segin aumenta el valor de umbralizacién. Observando los paneles superior e inferior, se
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evidencia a simple vista la similitud en el comportamiento de ambos grupos. Por ltimo,
una vez eliminadas las conexiones que no contaban con al menos 300 streamlines, se
tomé cada par de conexién restante y se compard las distribuciones de cada grupo. Si
bien 29 pares de conexién (de un total de 3486) parecian ser diferentes entre grupos,

ninguno de ellos mantuvo un valor de p < 0.05 luego de aplicar correcciones multiples.

Conectoma promedic COneCioma promedo Conectoma promedio Corectoma promedio
ain urnbral umbral = 5 SFeAmines umbral = 30 streamines umbrad = sl streamimes

no ooac=0

D00 oocecf

F1GURA 5.7: Conectomas estructurales promedio por grupo: sin umbralizar y con um-
brales de 80, 300 y 600 streamlines. En el panel superior se ubican los conectomas del
grupo control y en el inferior los del grupo O-LOAD.

Métricas Grupo CS | Grupo O-LOAD
(n=22) (n=21)
Mundo pequeno (comportamiento global)
~ 6.03 6.07
A 1.31 1.32
4.60 4.60
Grafos (comportamiento individual)
Nodos 84 84
Enlaces 486 + 69 482 + 50
Densidad de enlaces | 0.14 £0.02 0.14+0.01
Eficiencia Global 563 + 54 535 +43

TABLA 5.2: Métricas de redes de mundo pequeno calculadas sobre un conectoma prome-
dio por grupo y métricas topoldgicas generales calculadas sobre los conectomas de cada
individuo.

Por 1ltimo, se calcularon métricas de grafos de ambos grupos (Tabla 5.2). Nueva-

mente los grupos presentaron comportamientos similares en términos de redes, es decir
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no se hallaron diferencias significativas en ninguna de las métricas que describen su
topologia y transmisién de la informacion a través de sus conexiones. Ademds de las
métricas de la Tabla 5.2, se evalué el coeficiente de agrupamiento y la eficiencia de cada

regién, los cuales tampoco arrojaron diferencias entre grupos.

5.3. Microestructura de sustancia blanca

A partir de la informacion de la orientacion de fibras por voxel y de los mapas de
fraccién de anisotropia (FA) y difusividad media (MD), se analizé la microestructura de
la sustancia blanca (WM). Este andlisis es paralelo al estudio de la conectividad estruc-
tural a través de los conectomas obtenidos de algoritmos de tractografia. A continuacién

se detallan los hallazgos, los mismos se encuentran publicados en [106].

5.3.1. Resultados demograficos

La microestructura de la sustancia blanca (WM) se estudi6 sobre la misma muestra
de sujetos que la conectividad estructural, por lo que las caracteristicas demograficas son

las presentadas en la Tabla 5.1.

5.3.2. Resultados principales

Luego de ejecutar el andlisis basado en fixeles (FBA) se ha encontrado una regién
de WM que presenta diferencias significativas entre los grupos O-LOAD y CS en la
densidad de fibras (FD). Especificamente, el grupo O-LOAD presenta una reduccién de
esta métrica (referida al volumen intra-axonal) respecto al grupo CS en el tracto que
comprende la regién posterior del Cuerpo Calloso y el fornix derecho. En la Fig.5.8
se presenta el tracto con FD reducida en el grupo O-LOAD, y en su panel derecho
se muestra el mismo coloreado segin la direccién de las streamlines que lo componen
(manteniendo la convencién: rojo, izquierda <> derecha; verde, anterior <> posterior;
azul, inferior «+» superior). No se han encontrado diferencias estadisticas para las otras
dos métricas (seccién transversal de fibras y densidad de fibras en seccién transversal)
resultantes del FBA.

Con el objetivo de cuantificar la reduccién hallada en el grupo O-LOAD, se calculd
el efecto porcentual de reduccién respecto al grupo CS. En promedio la region definida
por el tracto de la Fig. 5.8 se caracteriza por presentar una reduccién de FD del 20 % en el
grupo O-LOAD. Sin embargo, explotando las bondades del método FBA se encuentran
fixeles con reduccién en un rango entre el 4% y el 50 % respecto del grupo control
(Fig.5.9).
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F1GURA 5.8: Se muestra el tracto de WM que presenta menor densidad de fibras en el

grupo O-LOAD respecto al grupo CS. En el panel derecho se presenta el mismo coloreado

segun la orientacion de streamlines presentes. En ambos casos el tracto se superpone
sobre una imagen estructural plantilla obtenida a partir de la muestra total.

F1cURA 5.9: Se muestra el tracto resultante del andlisis FBA coloreado por el porcentaje
de reduccion de FD en el grupo O-LOAD en sus tres vistas. Dicha reduccion compone
un rango del 4 % al 50 % respecto al grupo CS.

Utilizando el tracto presentado en la Fig.5.8 como &area de interés, se calculd
alli el valor medio de la fraccién de anisotropia y difusividad media de cada sujeto.
Para la primera de las métricas se obtuvo FAcg=(0.4552+0.08847) y FAoLoap =
(0.3687 +0.09870), mientras que para la segunda se obtuvo MDcg = (1.743x1073 &
3.658x10™%) y MDoroap = (2.114x1073 4 3.908x10~%). Mediante una prueba U de
Mann-Whitney se encontré que también estas métricas presentan diferencias signifi-
cativas entre los grupos de estudio con los siguientes valores de p: pra =0.004700 y
pvp = 0.004075. En la Fig. 5.10 se muestran dichos resultados, en color celeste para el

caso del grupo CS y en color naranja para el grupo O-LOAD.

Por ultimo, se explord la relacién entre las tres métricas de microestructura de
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FIGURA 5.10: Valor medio de las métricas FA (izquierda) y MD (derecha) calculadas

en el tracto de interés definido en la Fig. 5.8 para cada sujeto. El error graficado es el

desvio estandar. En ambas métricas se hallaron diferencias estadisticamente significa-
tivas entre los grupos. (x p< 0.05).

WM. En el grupo CS se encontré una correlacion positiva y significativa entre los va-
lores de FA y FD (r =0.6906, p=5.3 x 10~%) y una correlacién negativa y significativa
entre MD y FD (r=-0.7007, p=4.1 x 10~%). Para el grupo O-LOAD se mantuvieron
los signos de las correlaciones (aunque de menor magnitud) pero no resultaron signifi-
cativas estadisticamente. El coeficiente de correlacién entre FA y FD es r=0.3972 con
p=0.6155, y para MD y FD se obtuvo r =-0.3024 con p=0.1606. Tal como se esperaba,
la relacién entre FA y FD resulté positiva para ambos grupos (Fig. 5.11, panel izquierdo)
mientras que para MD y FD negativa (Fig.5.11, panel derecho).
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FIGURA 5.11: Distribucion de los valores de las métricas de WM. Izquierda: relacion

entre FA y FD; derecha: relacion entre MD y FD. Cuando la correlacion de Spearman

resultd significativa (p<0.05) en algin grupo, se agrega un ajuste lineal y los circulos
son rellenos.
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5.3.3. Asociaciones con otras variables cognitivas y morfolégicas de
GM

Teniendo el tracto definido por el FBA, se extrajeron del tractograma global los
streamlines que lo componen y, a partir de ellos, se buscaron las regiones de GM que
son conectadas mediante el tracto. De este conjunto de regiones de GM, se seleccionaron
unicamente aquellas entendidas y conocidas como las mas y primeras afectadas por la
AD. De este modo, se estudiaron las dreas que podrian verse afectadas por la deficiencia
en el tracto de WM que las conecta. La Fig.5.12 muestra estas regiones a través de un
conectoma estructural, en el cual se incluyen dreas corticales (circunvoluciones bilaterales
superior temporal y superior parietal, precuneos bilaterales, circunvoluciones izquierdas
orbital frontal medial y temporal medio) y subcorticales (insula, hipocampo y tédlamo
derechos). En el Apéndice B se encuentra el listado completo de las regiones que integran

la parcelacion cerebral con su nombre completo y su abreviatura.

H.HIP
I.T.Il'

FIGURA 5.12: Conectoma estructural construido a partir de las conexiones involucradas
en el tracto de interés de la Fig. 5.8. Para simplificar la imagen, se presenta un unico
streamline por conexion.

Habiendo identificado estas regiones de GM, se exploraron las asociaciones men-
cionadas en la Seccién 4.8 mediante correlaciones de Spearman. En las Fig.5.13 y 5.14
se grafica la relacién entre las métricas de integridad de WM (FA, MD y FD) del tracto
de interés con métricas morfologicas de GM (volumetria y espesor cortical) y medidas
de PET (PiB y FDG) de estas regiones de GM seleccionadas. Para cada asociacién se
presentan el coeficiente de correlacién y el p valor asociado. Ademds cuando el p < 0.05,

se muestra un ajuste lineal. Estos resultados se presentan sélo a modo exploratorio y con
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el fin de motivar futuros estudios ya que ninguno de ellos se mantiene luego de aplicar

técnicas de correcciones multiples.

Para el grupo CS, se encontré mayor FD asociada con mayor depdsito de (-
amiloide (PET-PiB) (Fig.5.13, panel A) y mayor volumen (Fig. 5.13, panel B) en el téla-
mo derecho y el circunvolucion superior parietal bilateral. Los depésitos de S-amiloide
del tdlamo derecho son también asociados a FA aumentada (Fig.5.14, panel B, grafico
izquierdo) y MD disminuida (Fig. 5.14, panel A, gréfico del medio) en el tracto de interés.
Por tdltimo, se encontré correlacion positiva entre FA y el volumen de la circunvolucion

superior parietal derecha (Fig.5.14, panel B, gréfico derecho).

Por su parte, en el grupo O-LOAD, se encontrd correlacién positiva entre FD y
depésitos de S-amiloide en el hipocampo derecho (Fig.5.13, panel A, grafico derecho) y
correlacién negativa con el espesor cortical del prectineo izquierdo (Fig.5.13, panel C,
grafico derecho). Por tltimo, la MD también presenta correlacién negativa con el espe-
sor cortical de la circunvolucién superior temporal derecha (Fig.5.14, panel A, grafico
derecho).
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FIGURA 5.13: Cada grdfico muestra la distribucién de PET-PiB (panel A), volumetria

(panel B) o espesor cortical (panel C) para regiones de GM wversus FD del tracto de

interés en el grupo CS (circulos azules vacios) y el grupo O-LOAD (circulos vacios

naranjas). Cuando la correlacidn de Spearman resulld significativa (p<0.05), se agrega
un ajuste lineal y los circulos son rellenos.
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Ficura 5.14: Cada grdfico muestra la distribucion de PET-PiB, volumetria o espesor

cortical para regiones de GM versus MD (panel A) y FA (panel B) del tracto de interés

en el grupo CS (circulos azules vacios) y el grupo O-LOAD (circulos vacios naranjas).

Cuando la correlacion de Spearman resultd significativa (p<0.05), se agrega un ajuste
lineal y los circulos son rellenos.

Respecto a variables cognitivas, la FA del tracto de interés correlaciona negativa

y significativamente con el rendimiento en la fluencia semantica de los sujetos del grupo
O-LOAD (r=-0.4251, p=0.04320; Fig. 5.15 panel izquierdo), por su parte, en la FD se

encuentra una tendencia a un comportamiento similar (r =-0.4097, p = 0.05220; Fig. 5.15

panel derecho). En el caso de MD, se obtuvieron los siguientes valores: para el grupo
control r=0.0479, p=0.8365; y para el grupo O-LOAD r=0.2962, p=0.1700. No se

reportan asociaciones estadisticamente relevantes en el grupo CS ni con otras variables

cognitivas.
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FicUurA 5.15: Cada grdfico muestra la relacion entre los valores de la fluencia semdntica

con las métricas de WM del tracto de interés: FA (izquierda), MD (medio), y FD

(derecha). Cuando la correlacion de Spearman resultd significativa (p<0.05), se agrega
un ajuste lineal y los circulos son rellenos.
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5.4. Imagenes intermedias del procesamiento de fMRI

Al igual que para las imédgenes de difusion, es esta seccidén se muestra un ejemplo

de las imagenes mas relevantes obtenidas durante el procesamiento de los datos de fMRI.

Siguiendo los métodos presentados en la Seccién 4.5.4, uno de los primeros pasos
del preprocesamiento de las imagenes funcionales es calcular y corregir los movimientos
involuntarios de los sujetos durante la adquisiciéon. En la Fig.5.16 se muestran los tres
regresores de traslacién (uno por cada direccién de movimiento) en el panel superior y

en el inferior los tres rotacionales (uno por cada dngulo de Euler).

Regresarss dé movimisnto
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FIGURA 5.16: Regresores de movimiento: (superior) uno por cada direccion de trasla-
cion (z, y, z); (inferior) dngulo de inclinacién (8), dngulo de alabeo (¢), y dngulo de

deriva ().

Luego, se presentan una imagen normalizada espacialmente la cual se llevé a cabo
empleando como referencia una imagen segmentada en tejidos (Fig.5.17, panel izquier-
do). Cémo tltimo paso del pre-procesamiento, se presenta en el panel derecho una imagen

suavizada mediante un kernel Gaussiano isotrépico de 8 mm de lado.

Marmalizacion Suavizado

O e
(.

Imagen de referencia

FIGURA 5.17: (Izquierda) Imagen normalizada utilizando una imagen de referencia.
(Derecha) Imagen suavizada mediante un kernel gaussiano.
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Por dltimo, y luego de aplicar las ultimas correcciones de frecuencias y derivas pre-
sentes en la sefial temporal, se obtuvieron los mapas de conectividad funcional (FC) eje-
cutando el método semilla con la corteza entorrinal y el tdlamo antero-dorsal (Fig. 5.18,
izquierda), y las matrices de FC a través del método de nodos (Fig. 5.18, derecha). Esta
dltima se construy6 nuevamente con la parcelacién del atlas de Desikan-Killiany, por lo

que su dimension es 84 x84.

Método semilla Metodo nodaos

WN* RO

FIGURA 5.18: (Izquierda) Ejemplo de mapa de conectividad funcional obtenido a par-

tir de método semilla, utilizando la region tdlamo antero-dorsal izquierdo. (Derecha)

Ejemplo de matriz de conectividad funcional a partir de método nodos, empleando la
parcelacion del atlas de Desikan-Killiany.

5.5. Conectividad funcional en estado de reposo

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos en materia de conectividad
funcional (FC) en estado de reposo. A partir de la aplicacién del método semilla, se
reportan los mapas de FC de la corteza entorrinal (EC) y el tdlamo antero-dorsal (TAD).
Luego, se muestran asociaciones entre la FC de pares de regiones relevantes para la
enfermedad de Alzheimer y puntajes de pruebas cognitivas. Todos estos hallazgos se

encuentran publicados en [107].

5.5.1. Resultados demograficos

En este estudio de conectividad funcional y variables cognitivas fueron incluidos
21 sujetos del grupo O-LOAD y 20 individuos controles. La Tabla 5.3 presenta las
caracteristicas clinicas, demograficas y cognitivas de la muestra y exhibe las equivalencias
estadisticas de los grupos en términos de género, edad, afios de educacién y sintomas

depresivos reportados.

Desde el punto de vista cognitivo, los sujetos del grupo O-LOAD tuvieron un

peor desempefio. Los mismos exhibieron menor desempeno en el recuerdo diferido de



Resultados 73

estimulos de la lista A del LASSI-L y mayor cantidad de intrusiones (errores) durante
el recuerdo diferido combinado de la lista A y la lista B. A su vez, este grupo presentd
mayor cantidad de errores de intrusion durante el recuerdo facilitado de los ensayos 1B
y 2B, lo cual sugiere dificultades en la interferencia seméntica proactiva (PSI) y en el

fracaso para recuperarse de la misma (frPSI).

Grupo CS | Grupo O-LOAD | Estadistico | p valor
(n=20) (n=21)

Ntimero de Mujeres 16 13 1.620 0.203
Edad (afios) 51.84+8.7 54.94+7.3 -1.216 0.232
Anos de Educacién 17.7+£3.20 17.50 £ 3.50 -0.203 0.841
Pruebas cognitivas

BDI II 8.18 +8.02 9.22+5.82 -0.440 0.664
Fluencia Semaéantica 22.05+4.85 20.74+3.79 0.990 0.328
Fluencia Fonolégica 18.83 £3.37 18.33 £ 3.86 0.432 0.668
LASSI-L

2A Rdo. facilitado 14.114+1.05 13.67+1.11 1.284 0.207
1B Rdo. facilitado 8.05+3.10 7.48 +2.46 0.647 0.522
1B Int. facilitado 0.79+0.98 2.1942.58 -2.311 0.029
2B Rdo. facilitado 12.21+1.78 11.33+1.49 1.677 0.102
2B Int. facilitado 0.58 +0.51 1.62£1.63 -2.784 0.010*
Lista A diferido 12.16 £1.61 10.52 +2.56 2.440 0.020%*
Total Rdo. diferido 22.05+3.15 20.19 £+ 3.57 -3.054 0.088
Intrusiones diferido 0.21£0.42 0.76 £0.70 -3.504 0.004*

TABLA 5.3: Tabla con datos clinicos y demograficos de la muestra utilizada para el

andlisis de conectividad funcional obtenida con el método semilla. Para variables ca-

tegoricas se aplicé un test de x?, mientras que para las variables numéricas se utilizé

t-test. Rdo = recuerdo; Int = intrusiones. Los valores p que superaron la correccion por
comparaciones multiples de FDR se marcan con (*).

5.5.2. Resultados principales

En primer lugar se presentan los mapas de FC en estado de reposo asociados
a la corteza entorrinal. El grupo control presenté una marcada conectividad entre es-
tas regiones bilateralmente (es decir la EC izquierda con su contraparte derecha), asi
como también con estructuras del 16bulo temporal (circunvolucién fusiforme y parahi-
pocampos bilaterales), el cingulo posterior, y regiones subcorticales (insula e hipocampo
bilaterales). Por su parte, el grupo O-LOAD exhibié alta sincronizacién entre las ECs.
En la Fig. 5.19 se presentan seis cortes axiales en su vista superior, que muestran la FC

por grupo de estudio y por region.

En términos generales y comparando los patrones de cada grupo (por regién), la
FC a partir de la EC izquierda y derecha fue mayor en el grupo control. En la Fig. 5.20

se muestran las areas con diferencias estadisticas (p <0.001) halladas entre el grupo
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Corteza entorrinal izquierda

Z2=11

DD E =G

c

F1GURA 5.19: Mapas de conectividad funcional obtenidos con el método semilla a partir

de corteza entorrinal izquierda (panel superior) y derecha (panel inferior) para ambos

grupos (p< 2x10712). Los planos aziales se muestran en su vista superior (D = dere-
cha). Las coordenadas son en espacio MNI.

control y el grupo O-LOAD, pudiéndose mencionar la corteza del cingulo anterior y la

circunvolucién orbitofrontal medial.

Diferencias entre grupos: C>H

FiGurA 5.20: Diferencias en los patrones de FC entre grupos en la corteza entorrinal
(EC) izquierda (panel superior) y derecha (panel inferior) (p < 0.001). Las coordenadas
son en espacio MNI. D = derecha, I = izquierda, A = anterior, P = posterior.

Respecto al tdlamo antero-dorsal, si bien en el grupo O-LOAD se observa &reas

mas reducidas que en el grupo CS, ambos presentaron mapas de FC similares. Estos
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mapas involucran estructuras del cingulo y limbicas (como el hipotdlamo, la insula,
el hipocampo y el parahipocampo), asi como también su regién homoéloga (es decir,
sincronizacién entre el TAD izquierdo y el derecho). La Fig.5.21 exhibe estos patrones
de conectividad para cada region para cada grupo. Debido a la gran similitud entre los

mapas de ambos grupos, no se hallan diferencias estadisticamente relevantes (p < 0.001).

Talamo antero-dorsal izquierdo

DD E =Gl

¢

FiGuraA 5.21: Mapas de conectividad funcional obtenidos con el método semilla a par-

tir del tdlamo antero-dorsal izquierdo (panel superior) y derecho (panel inferior) para

ambos grupos (p< 3x10'2). Los planos aviales se muestran en su vista superior (D =
derecha). Las coordenadas son en espacio MNI.

5.5.3. Asociaciones con variables de la evaluacion LASSI-L

Para esta seccién se emplearon las matrices de FC obtenidas por el método no-
dos. Nuevamente, también aqui se seleccionaron del total de pares de conexién aquellos
que podrian ver afectado su funcionamiento, segin la degeneracién que causa la AD.
Ademas, estos pares de conexion seleccionados siempre involucran o bien la EC o bien
el TAD. Luego, se exploraron las asociaciones entre estos pares de regiones conectadas
funcionalmente y variables cognitivas de la prueba LASSI-L, aplicando correlaciones de

Pearson.
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La Fig.5.22 consta de 2 paneles (A y B) con tres cerebros en su vista coronal
donde se presentan los pares de conexién cuya correlaciéon entre FC y los puntajes de
LASSI-L resulté significativa. Tal es el caso del recuerdo facilitado 2B que correlaciond
negativamente con el par EC e insula derechas en el grupo control (r =-0.491, p=0.033;
Fig.5.22 A), mientras que en el grupo O-LOAD lo hizo con el par TAD derecho y cingulo
posterior (r=-0.445, p=0.043; Fig. 5.22 B izquierda). Por su parte, las intrusiones (es
decir, los errores) durante el recuerdo facilitado de la lista 2B se mostraron inicamente
en el grupo O-LOAD en diversos pares de conexién que involucran areas como EC,
TAD, precineo, insula, entre otras (ver Tabla 5.4 y Fig.5.22, panel B derecho). Por
altimo, al controlar por edad y reserva cognitiva, se obtuvieron correlaciones negativas
entre intrusiones en el recuerdo diferido de la lista 2B y la FC de EC izquierda con
hipocampo derecho (r=-0.555, p=0.014), y la circunvolucién frontal medial derecha
(r=-0.478, p=10.038).

A) Grupo CS

FC del par de conexitn vs. Recuerdo facilitado de 2B

B} Grupo O-LOAD

FC del par de conexion vs. FC

Recuerdo facilitado 2

FIGURA 5.22: Vista coronal antero-posterior con las asociaciones entre la FC de pares

de interaccion de regiones de interés con tareas de la prueba LASSI-L en el grupo CS

(Panel A) y en el grupo O-LOAD (Panel B). Todas las correlaciones son negativas

(enlaces azules), y el espesor delos enlaces indican su magnitud. Los nodos verdes per-

tenecen a regiones del atlas AAL. La EC pertenece al atlas Desikan-Killiany y el TAD
al Morel Thalamus Atlas.
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Par de conexion r P

R.EC-L.PCG -0.447 | 0.042 Par de conexién r D
R.EC-R.HI -0.544 | 0.011 R.TAD-R.PCG -0.446 | 0.043
R.EC-L.PCU -0.432 | 0.050 R.TAD-L.INS -0.508 | 0.019
R.EC-L.MFG -0.477 | 0.029 R.TAD-R.INS -0.512 | 0.018
L.EC-L.HI -0.440 | 0.046 L.TAD-R.PCG -0.480 | 0.028
L.EC-R.HI -0.598 | 0.040 L.TAD-L.INS -0.575 | 0.006
L.EC-L.PCU -0.471 | 0.031 L.TAD-R.INS -0.434 | 0.050
L.EC-R.MFG -0.511 | 0.018

TABLA 5.4: Pares de conexion cuya conectividad funcional correlacioné con las in-

trusiones del recuerdo facilitado 2B de la prueba LASSI-L en el grupo O-LOAD. Los

valores p no estan corregidos. Ademds estas conexiones se grafican en el panel B de la
Fig. 5.22.

5.6. Acoplamiento de conectividades

Esta tultima seccién presenta los resultados de la exploraciéon de métricas que
podrian describir el acoplamiento entre la conectividad estructural (SC) y la conectividad
funcional (FC).

5.6.1. Resultados demograficos

En este estudio fueron incluidos 21 sujetos del grupo O-LOAD y 22 sujetos con-
troles. En la Tabla 5.5 se presentan las caracteristicas clinicas y demograficas de este
sub-conjunto de participantes que, debido a su gran superposicién con la muestra del
andlisis de microestructra de WM, muestran similitudes en términos de género, edad y

anos de educacion.

Grupo CS | Grupo O-LOAD | Estadistico | p valor
(n=22) (n=21)
Numero de Mujeres 18 14 1.296 0.255
Edad (anos) 51.914+6.45 55.09 +5.56 -1.730 0.101
Afos de Educacién | 17.68 +2.44 17.81+£3.47 -0.0140 0.889
1Q Estimado 107.80 +5.91 106.72 +5.43 0.633 0.530

TABLA 5.5: Tabla con datos clinicos y demograficos de la muestra utilizada para el
andlisis de acoplamiento SC-FC. Para variables categdricas se aplicé un test de 2,
mientras que para las variables numéricas se utilizo t-test.

5.6.2.

Para cada sujeto se empled su contribucién estructural, dada por el conectoma

estructural umbralizado (Seccién 5.2), y su contraparte funcional, dada por las matrices

Resultados principales
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de z de Fisher obtenidas a partir de las correlaciones de Pearson. En esta etapa se
utilizé la parcelacion de 84 regiones del atlas Desikan-Killiany para describir tanto la

conectividad estructural como la funcional.

Como ya fue detallado anteriormente, la métrica de acoplamiento fue definida co-
mo el coeficiente de correlacién de Spearman calculado en tres escalas diferentes: por
sujeto, por region de GM, y por par de conexion. Debido a esta definicion es que ademés
se cuenta con un valor de p asociado. Esto permitié explorar el comportamiento intra-
grupo de los acoplamientos SC-FC en la escala de regiones y de pares de conexion, es
decir explorar si algin coeficiente de acoplamiento tiene asociado un valor de p parti-
cularmente significativo (p <0.05 luego de aplicar la correccién FDR-HB) y ver si ese

comportamiento se repite en el otro grupo de sujetos.

La primera escala fue a nivel sujeto, es decir, se caracterizé el acoplamiento de
conectividades de cada individuo. Al comparar entre grupos los acoplamientos obtenidos
no se hallaron diferencias estadisticas (p = 0.8554). En otras palabras, en esta exploracién
global los grupos tuvieron comportamientos similares en cuanto al acoplamiento SC-
FC. Los valores medios de acoplamiento por grupo fueron ACOPSCug = (0.6954 + 0.1430)
y ACOP%%OAD = (0.6722+£0.1794). En el panel izquierdo de la Fig.5.23 se muestra
mediante un grafico de cajas la distribucién de coeficientes por grupo. En el panel derecho
de la misma figura, se presenta a modo de ejemplo los valores de SC vs. FC para un

sujeto control (celeste) y un sujeto del grupo O-LOAD (naranja).

Acoplamiente 5C-FC por sujeto Acoplamiento nivel sujeto
'g. 0.9
So7 I'lj_ 3 _ : .. g
S ¢ -'r—‘\ £ i all
E I ID L
E- 0.5 i
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Sujeid Control
Sujeta Hijs

cs G-LD&D '_-.\.I_

FiGurA 5.23: Izquierda: grdfico de cajas de la distribucion de los coeficientes de aco-
plamiento SC-FC calculados en la escala por sujeto. Derecha: SC vs. FC para un sujeto
control (celeste) y un sujeto del grupo O-LOAD (naranja,).

Por su parte, al estudiar el acoplamiento de las 84 regiones de GM tampoco se
encuentran diferencias significativas comparando los valores obtenidos para cada grupo
(p=0.7619). En el panel izquierdo de la Fig. 5.24 se presenta un grafico de cajas de la dis-
tribucién del acoplamiento de las regiones en cada grupo. Ademas, en la bisqueda intra-
grupo de esta escala, no se hallé6 ninguna regién cuyo acoplamiento tenga significancia
estadistica (p < 0.05) en ninguno de los grupos. A modo de ejemplo, en el panel derecho
de la Fig. 5.24 se muestran los valores de SC vs. FC para el ctineo izquierdo (L.CU). Para

esta regién, se obtuvieron valores de acoplamiento con comportamiento opuesto: para el
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grupo control se observa una tendencia positiva (ACOPcg = 0.366), mientras que para

el grupo experimental una tendencia negativa (ACOPoroap =-0.495).

Acoplamiento SC-FC por region Nivel regidn: L.CU
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F1GURA 5.24: Izquierda: grdfico de cajas de la distribucion de los coeficientes de aco-
plamiento SC-FC obtenidos en la escala por region para cada grupo. Derecha: valores
de la SC vs. FC del cineo izquierdo (L.CU) para ambos grupos.

Finalmente, al analizar la métrica de acoplamiento SC-FC que caracterizoé los pa-
res de conexién tampoco se hall6 diferencia estadistica entre grupos (p=0.3886). La
Fig. 5.25 muestra las cajas de los acoplamiento para cada grupo, evidenciando una su-
perposicién en sus valores. Sin embargo, al evaluar esta escala en el modo intra-grupo,
si se encontraron pares de conexién con alto valor de acoplamiento (ACOP >0.7) y sig-
nificancia estadistica (p < 0.05) luego de aplicar la correcciéon FDR-HB en cada grupo
de sujetos. Exigiendo al menos un 50 % de presencia de cada conexién entre los sujetos
de cada grupo, en el grupo CS se hallaron 20 pares de conexién con estas caracteristicas
mientras que en el grupo O-LOAD sélo se encontraron 10. Resulté interesante explo-
rar si alguno de estos pares de conexién se repite entre grupos, pero mas aun cuales

caracterizaron al grupo O-LOAD y no al grupo CS.
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FiGURrA 5.25: Grdfico de cajas de la distribucion de los coeficientes de acoplamiento
SC-FC obtenidos en la escala por conexion para cada grupo. Ambos grupos presentan
distribuciones similares y no se hallan diferencias estadisticas entre ellos.
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En el panel superior de la Fig. 5.26 se presentan los 20 pares de conexiones signifi-
cativos del grupo CS, mientras que en el inferior los correspondientes al grupo O-LOAD.
El color de los enlaces senala la magnitud del coeficiente de acoplamiento que en todos
los casos resulto positivo, es decir a mayor SC mayor FC. La tnica conexién en comun
entre ambos grupos es la dada entre el talamo y la pars opercularis ambos del hemisferio
izquierdo, con ACOPcg=0.8534 y ACOPgroap = 0.8087 respectivamente. FEn la Tabla
5.6 izquierda se exhiben los pares de conexion significativos presentes inicamente en el
grupo CS y sus valores de acoplamiento, mientras que a la derecha se presentan los del
grupo O-LOAD. De particular interés para los hallazgos de esta Tesis, es que dos areas
altamente relevantes en la neuropatologia de la AD, a saber hipocampos y precuneos
(subrayados en la Tabla), exhiben acoplamiento estructural-funcional significativo en CS
pero no en O-LOAD.

Grupo CS
Par de conexién | Acoplamiento (r)
L.BSTS-L.TH 0.7412
L.CU-R.PCG 0.7236
L.EC-L.TH 0.8216
L.EC-L.PU 0.8171 Grupo O-LOAD
L.FG-L.PCU 0.8319 Par de conexién | Acoplamiento (r)
LIPG-L.AM 0.8453 LICG-R.FG 0.8047
L.POR-R.PCU 0.7877 L.LG-R.CACG 0.8832
L.PoCG-R.LOFG 0.7834 L.PrCG-L.TTG 0.7464
L.PrCG-R.FP 0.7833 LRMFG-L.TTG 0.7789
L.SMG-R.PrCG 0.7178 R.PA-R.CU 0.7617
L.FP-L.CA 0.7898 R.AM-R.SFG 0.8324
L.PA-R.PA 0.7950 R.BSTS-R.FG 0.7949
LHI-R.PU 0.8269 R.CU-R.LG 0.8749
L.HI- R.CMFG 0.7541 R.POP - R.PoCG 0.8275
RHI-R.LG 0.8620
R.BSTS-R.PoCG 0.7538
R.FG-R.PHIG 0.7529
R.FG-R.PCU 0.7920
R.PoCG-R.SFG 0.7638

TABLA 5.6: Pares de conexion cuyo acoplamiento SC-FC resultd significativo en cada
grupo. Estas conexiones se grafican en la Fig. 5.26. En el Apéndice B se presenta el
nombre completo y las etiquetas de cada region.
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FIGURA 5.26: Pares de conexion cuyos valores de acoplamiento SC-FC resultaron sig-
nificativos en el grupo CS (panel superior) y en el grupo O-LOAD (panel inferior). El
color de los enlaces depende de la magnitud del valor de acoplamiento.



Capitulo 6
Discusion y conclusiones

En este Capitulo se discuten los resultados obtenidos para cada metodologia apli-
cada, y se los relaciona con la literatura conocida hasta el momento. Se detallan también
las limitaciones técnicas encontradas y se sugieren posibles soluciones para futuras in-

vestigaciones. Por ultimo se presentan las conclusiones.

6.1. Discusion

6.1.1. Sobre la conectividad estructural

A través del empleo de herramientas y técnicas para el estudio de conectividad
estructural, tales como la comparacion de los elementos de matrices estructurales y el
andlisis mediante teoria de grafos, no se han encontrado resultados relevantes que dife-
rencien al grupo de sujetos sanos pero en riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer
(AD) debido a sus antecedentes familiares respecto al grupo control. Sin embargo, en la
literatura se ha reportado una disminucién en la conectividad estructural de pacientes
con AD y sujetos con deterioro cognitivo leve amnésico (cuadro que también podria
interpretarse como un estadio previo a la AD) respecto a un grupo control [108]. Por
su parte, en el trabajo de Shao y cols. [109], han podido diferenciar a pacientes con AD
de sujetos sanos y con deterioro cognitivo leve, incorporando informacién obtenida a
partir de tractografia y métricas de la microestructura de sustancia blanca a modelos
de aprendizaje automatico. Teniendo en cuenta estos antecedentes y considerando que
la muestra analizada en esta Tesis no ha arrojado diferencias relevantes en el estudio
mediante matrices estructurales, se infiere que el grupo de adultos sanos pero en ries-
go de padecer AD no presenta un deterioro estructural tal que pueda reconstruirse y

cuantificarse con las técnicas aplicadas en esta seccién del trabajo.

No obstante, los analisis de conectividad estructural permitieron describir los as-

pectos topoldgicos de las redes cerebrales que conforman cada una de las poblaciones de

82
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estudio. En ambos casos, las matrices que almacenan la informacién de las conexiones
anatémicas reconstruidas mediante la tractografia, resultan simétricas, no binarias (o
pesadas) y esparsas. El hecho que sean simétricas y no binarias esté fuertemente ligado
al tipo de algoritmo de tractografia ejecutado. En cambio que ademas sean esparsas, si
serfa parte de los aspectos de la conectividad estructural cerebral [110]. Ademds de esta
caracteristica, estas redes suelen tener pocas conexiones de largo alcance (en términos
de anatomia cerebral) y sus regiones tienden a presentar cierto grado de agrupamiento,
lo que en su conjunto lleva a una topologia de redes de mundo pequeno. La literatura
sugiere que el principal motivo de esta organizaciéon es para maximizar la complejidad
funcional minimizando los costos de su arquitectura estructural [37, 110]. A pesar de
la creciente evidencia de que la conectividad estructural cerebral responde a redes de
mundo pequeno, otras publicaciones han planteado la inquietud sobre si es una cuestién
de la parcelaciéon anatémica y escala espacial empleadas en el andlisis correspondiente
[111].

6.1.2. Sobre la microestructura de sustancia blanca

Los resultados encontrados para la microestructura de sustancia blanca son: 1)
disminucién de la densidad de fibras (FD) en el grupo con antecedentes familiares de
LOAD respecto al grupo control en el tracto que involucra la parte posterior del cuerpo
calloso y el fornix derecho; 2) disminucién de la fraccién de anisotropia (FA) y aumento
de la difusividad media (MD) en el mismo tracto en el grupo con antecedentes familiares
de LOAD respecto al grupo control; 3) correlaciéon negativa entre el puntaje obtenido
en la fluencia seméntica y la FA del tracto deteriorado en los sujetos O-LOAD; 4)
tendencia a asociaciones significativas en el grupo O-LOAD entre la FD del tracto y la
intensidad de PET-PiB del hipocampo derecho, entre la FD del tracto y el espesor del
precineo izquierdo, y finalmente entre la MD del tracto y el espesor de la circunvolucién
temporal superior derecha; 5) tendencia a asociaciones significativas en el grupo CS (es
decir, ausencia en el grupo O-LOAD) de diversas asociaciones entre las métricas de
microestructura de sustancia blanca del tracto y medidas morfoldgicas y de imégenes
PET en el tdlamo derecho, la circunvoluciéon temporal medio izquierda y la parietal

superior bilateral.

En primer lugar es importante destacar la motivaciéon por la que fue aplicado el
andlisis basado en fixeles (FBA) para el estudio de microestructura de sustancia blanca.
Asi como las métricas convencionales calculadas son aquellas que derivan del Tensor de
Difusién (FA y MD, entre otras) y caracterizan la microestructura a escala del véxel pero
pierden informacién importante en las dreas de entrecruzamiento de fibras [16, 21, 22],
usualmente se utiliza un método también a escala del véxel para explorar las propie-
dades de sustancia blanca globales en un grupo de sujetos. Sin embargo, este método,

llamado Estadistica Espacial basada en Tractos (TBSS) [112] no analiza ni considera las
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caracteristicas mds sutiles como la densidad y diamétro de tractos individuales [85, 113]
que podrian verse afectados en enfermedades neurodegenerativas como AD [56]. Al mo-
mento del desarrollo y publicaciéon de estos resultados en la revista cientifica Journal
of Psychiatric Research (Enero 2020), no se registraron otros articulos cientificos sobre

esta metodologia en muestras de individuos en riesgo de padecer AD.

Con la implementacién del FBA y debido a su robustez metodoldgica se logrd
mejorar el alcance estadistico del estudio y la identificacién de un tracto de sustancia
blanca con densidad disminuida en el grupo O-LOAD respecto al grupo control. En par-
ticular, se observé una marcada disminucién (que va del 4% al 50 %) en la densidad de
fibras del tracto que comprende la parte posterior del cuerpo calloso y el férnix derecho
en el grupo de sujetos con riesgo aumentado de padecer LOAD debido a su antecedente
familiar en comparacién con el grupo control sin antecedentes de AD. Resultados simi-
lares se reportan en el trabajo de Mito y cols. [56], donde encontraron deficiencias en
métricas microestructurales (FD) y macroestructurales (FC y FDC) en pacientes con
AD en diversos tractos incluyendo el esplenio del cuerpo calloso. Asimismo, se empleé el
tracto encontrado para medir las métricas més convencionales (FA y MD) y compararlas
entre grupos. Estos resultados a escala de los véxeles, fueron consistentes no sélo con
el obtenido de FD, sino también con trabajos donde se estudiaron pacientes con AD
[56, 57] y sujetos con AD preclinico y reportaron menor FA en el cuerpo calloso, en las
circunvoluciones cingulares [59] y en el férnix [114]. Biolégicamente, estas anormalidades
en la microestructura de sustancia blanca podrian deberse a una disminucién del niimero

de axones o a un deterioro de la mielina que los recubre.

Si bien el tracto deteriorado en el grupo O-LOAD es pequeno en términos de su
extension y volumen, resulta interesante observar qué regiones de sustancia gris podrian
conectar sus fibras nerviosas y si éstas sufren algin impacto debido a su deterioro. Den-
tro de este conjunto se encontraron el preciineo, la circunvolucion parietal e hipocampo
derechos, regiones que son consideradas entre las primeras afectadas por LOAD, espe-

cialmente debido a la acumulacién de ovillos neurofibrilares de la proteina 7 [115, 116].

Respecto a las posibles asociaciones entre métricas de sustancia blanca y sustancia
gris, para cada grupo se encontraron correlaciones diferentes. En el grupo CS, la mayoria
de estas asociaciones involucra el talamo derecho y la circunvolucion parietal superior bi-
lateral: a mayor densidad y organizacién de fibras en el tracto, mayor volumen y espesor
de estas estructuras de sustancia gris. Por su parte, en el grupo O-LOAD, se encontré
una relacion inversa entre la cantidad de fibras y el espesor cortical del preciineo izquier-
do. Es decir, a mayor deterioro de sustancia blanca (menor densidad de fibras), mayor
espesor cortical del precineo izquierdo. Esto puede pensarse como un proceso compen-
satorio entre el déficit en las conexiones y la estructura propia de la region. En el caso de
las asociaciones entre métricas de sustancia blanca y senales PET, en el grupo control se
observé una relacion directa en el tdlamo derecho y la circunvolucién parietal superior
bilateral. Es decir, a mayor intensidad de la senal PET-PiB o PET-FDG (que indica
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mayor metabolismo cerebral) en estas regiones, se tiene mayor organizacién y densidad
de fibras. Sin embargo, en el grupo O-LOAD se encontré un comportamiento similar
pero en el hipocampo derecho. Esto podria reflejar efectos normales de envejecimiento.
Si bien estos resultados solo podrian representar tendencias debido a su bajo poder es-
tadistico, la metodologia exploratoria es acorde con lo que se plantea en otros trabajos
publicados posteriormente [113]. En el articulo de revisiéon de Dhollander y cols. [113], se
recolectaron publicaciones que buscaron relacionar los diferentes aspectos de la arquitec-
tura y funcionamiento cerebral, empleando métricas provenientes de FBA y reportando

resultados para diversos estados cerebrales y enfermedades neurodegenerativas.

Por 1ltimo, el hecho de que la fluencia semantica fuera la Unica variable cogniti-
va asociada al deterioro del tracto, sugiere que esta anomalia anatémica podria tener

implicancias clinicas, como se discute en el trabajo de Laauta y colaboradores [117].

6.1.3. Sobre los mapas de conectividad funcional

Los hallazgos principales del estudio sobre mapas de conectividad funcional a
partir de la corteza entorrinal y el tdlamo antero-dorsal son los siguientes: 1) los patrones
de conectividad funcional de la corteza entorrinal se vieron afectados por el riesgo de
padecer LOAD debido a antecendentes familiares; 2) los sujetos del grupo O-LOAD
presentan correlacion negativa entre conexiones de la corteza entorrinal y el fracaso para
recuperarse de la interferencia proactiva (frPSI); 3) del mismo modo se identificaron
conexiones del tdlamo antero-dorsal correlacionando negativamente con frPSI; 4) las
medidas del LASSI-L fueron sensibles al frPSI y se encuentran asociadas a diferentes

patrones de conectividad funcional en regiones limbicas y neocorticales.

Para esta seccion del andlisis de conectividad funcional se decidié incluir dos re-
giones como semillas: la corteza entorrinal y el tdlamo antero-dorsal. La primera es una
estructura bilateral ubicada en el 16bulo temporal medial. Hace mas de dos décadas se
encontraron acumulaciones de ovillos neurofibrilares post-mortem en pacientes con AD y
desde entonces se ha confirmado consistentemente en trabajos posteriores [57]. Depdsitos
de la proteina 7 también fueron encontrados en esta drea y se cree que podria conducir a
una desconexién en el flujo de informacién entre el hipocampo y areas de la neocorteza,
asi como también contribuir a la deficiencia en la memoria episédica. Motivados por
estos hallazgos patoldgicos, numerosos trabajos han estudiado y reportado cambios en
la morfologia de la corteza entorrinal y en su conectividad funcional en pacientes con
AD [57]. En linea con los resultados comparativos globales entre los grupos presentes
en esta Tesis, se ha reportado una menor conectividad funcional en los patrones de la
corteza entorrinal en sujetos en riesgo genético de padecer la enfermedad [118], ademds
de cambios en la conectividad entre dicha regién y el lI6bulo temporal medial en sujetos
en riesgo de padecer AD debido a sus antecedentes familiares [119]. Sin embargo, al

explorar el mapa de conectividad del grupo O-LOAD, la sincronizacién entre la corteza
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entorrinal y el cingulo posterior asi como también con el prectineo resulta alta, pudiendo
ser debido a procesos compensatorios asociados a estadios tempranos de la enfermedad
[120].

Por su parte, el tdlamo es una regién bilateral subcortical. También se han re-
portado estudios post-mortem donde se exhiben atrofias tempranas especificamente en
la porcion antero-dorsal con presencia de depésitos de ovillos neurofibrilares en pacien-
tes con AD [51, 121]. Ademas, el tdlamo se conecta con regiones que son claves para
la memoria episédica y en particular su porcién antero-dorsal para las funciones de la
memoria declarativa [57]. En contraposicién a lo esperado, se han encontrado patrones
de conectividad funcional similares entre el grupo en riesgo de padecer AD debido a
sus antecedentes familiares y el grupo control. Esto puede deberse a que los sujetos del
grupo control podrian presentar una deficiencia similar al grupo O-LOAD pero en este

caso debido al propio envejecimiento.

Dado que los sujetos reclutados no manifiestan LOAD, y son en promedio 10 a 20
anos mas jévenes que aquellos que componen la muestra de sujetos en riesgo de desarro-
llar LOAD mencionada en los estudios de conectividad funcional [119, 120], los hallazgos
aqui presentados podrian estar reflejando procesos compensatorios asociados a un es-
tadio previo de la enfermedad. De hecho, este fendmeno ha sido observado previamente
en el trabajo de Bassett y cols. [120] donde se reporté que individuos con al menos un
progenitor diagnosticado con LOAD exhibieron mayores areas de activacién que contro-
les sin antecedentes en respuesta a una tarea de aprendizaje episédico. Por lo tanto una
alta conectividad podria ser producto de un aumento de actividad compensatoria en re-
giones con alteraciones neurodegerativas tempranas (o de neurodesarrollo). No obstante,
las comparaciones entre grupos mostraron mayor conectividad entre el area entorrinal y
la corteza orbitofrontal, cingulo anterior, y areas temporales anteriores inicamente, lo
cual sugiere una disfunciéon temprana de la corteza entorrinal en sujetos en riesgo antes

que la neurodegeneracién sea evidente.

Las medidas de la prueba LASSI-L vinculadas al frPSI en el presente estudio se
asociaron a la presencia de conectividad en regiones limbicas y neocorticales relevantes
a la fisiopatologia del LOAD en coincidencia con lo descripto en otros trabajos [51, 119].
En los O-LOAD, un bajo desempeno en las medidas del LASSI-L sensibles al frPSI
correlacioné con menor conectividad en una red que abarca estructuras subcorticales y

alocorticales y la corteza prefrontal.

Desde un punto de vista neurocognitivo, Loewenstein y cols. [63] demostraron que
el frPSI estaba asociado a la carga amiloidea regional y global en personas mayores
cognitivamente normales, aunque el efecto del frPSI pudo haber estado mediado por
alteraciones asociadas a 7 en el area entorrinal, los nucleos talamicos limbicos y pro-
yecciones limbicas posiblemente anormales del tronco encefilico, como se describié en

estudios neuropatolégicos de muestras poblacionales generales [51]. Sin embargo, como se
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mencioné previamente, los presentes hallazgos podrian evidenciar las consecuencias fun-
cionales de una acumulacion intracelular de 7, y entonces resultaria plausible confirmar
la hipétesis propuesta con evidencia in vivo de depdsitos de 7 en estas dreas vulnerables
para la enfermedad de Alzheimer con radiofarmacos para 7. En caso de lograr dicha
confirmacion, los presentes resultados podrian servir como antecedentes para establecer
medidas clinicas y de conectividad funcional en estado de reposo tempranas y accesibles,
lo suficientemente sensibles para detectar cambios asociados a LOAD décadas antes del

inicio esperado de los sintomas clinicos.

6.1.4. Sobre el acoplamiento de las conectividades

Los resultados més relevantes para esta tltima etapa del andlisis son: 1) 19 pa-
res de conexién cuyo acoplamiento entre la conectividad estructural y la funcional es
significativo Unicamente en el grupo control y que incluyen las siguientes areas corteza
entorrinal y talamo izquierdos, hipocampo y preciineo bilaterales, y cingulo posterior
derecho; 2) en el caso del grupo con antecendentes familiares de LOAD, se encontraron
9 pares de conexién cuyo acoplamiento es significativo e involucran areas como el cingulo
istmico y la circunvolucién temporal transverso izquierdos, y el cingulo anterior caudal

v la pars opercularis izquierdos.

Resulta interesante observar algunas caracteristicas basicas de estos hallazgos para
su interpretacién. En primer lugar, si bien es usual hablar de la “fuerza” de una conexién
estructural, en esta Tesis se toma la opcidon més conservadora y nos referimos a la canti-
dad de streamlines generados. Dadas las caracteristicas de la adquisicién de las imagenes
de difusion que dan lugar a la conectividad estructural, seria apresurado hablar de una
equivalencia directa entre fibras nerviosas de sustancia blanca presentes y streamlines
generados por el algoritmo de tractografia. En cambio, resulta mas acertado entender
que podria existir una proporcionalidad entre ambas medidas. En segundo lugar, todos
los valores de acoplamiento obtenidos son positivos, es decir que a mayor cantidad de
streamlines generados entre dos regiones mayor sincronizacién funcional entre ellas. En
tercer lugar, al haber obtenido resultados que se basan en la significancia estadistica (va-
lor de p) asociada al acoplamiento calculado, es relevante observar qué pares de conexién
emergen en el grupo control y no en el grupo en riesgo de padecer AD. Es decir, evaluar
la ausencia de caracteristicas en este grupo que podrian conducir a indicios tempranos

de una deficiencia neurodegenerativa.

Respecto al tratamiento que recibié la conectividad estructural y la funcional de
cada sujeto, vale destacar que con el objetivo de responder si la conectividad estructural
puede predecir la funcional se consideraron tunicamente los pares de regiones que estan
conectados estructuralmente [96, 122]. Con esto también se buscé remover las conexiones
funcionales lejanas ya que las matrices de conectividad estructural dan informacién

de conexiones directas y no a través de otras regiones intermediarias [37]. Por ltimo



Discusion y conclusiones 88

y como ya fue mencionado, estos conectomas no presentaron diferencias estadisticas
entre grupos en la cantidad de streamlines generados por par de conexién, es decir en
términos generales los enlaces reconstruidos entre regiones son equivalentes en ambos
grupos llevando a una eficiencia similar en el transporte de informacién y comunicacién

entre areas cerebral.

Se estudiaron entonces tres niveles de acoplamiento: por sujeto, por regién de
sustancia gris, y por par de conexién. El nivel de mayor escala, es decir por sujeto, y el
de escala media, por region de sustancia gris, presentan comportamientos similares entre
ambos grupos de sujetos. Sin embargo, de ser posible replicar la metodologia empleada
en esta Tesis en muestras con mayor cantidad de sujetos o incluso con AD diagnosticada,
es importante no omitir estas escalas ya que si se reportan resultados en pacientes con
otras patologias, como por ejemplo esquizofrenia [96] y desorden bipolar [122], e incluso

al estudiar el neurodesarrollo [123].

Por ultimo, el nivel mas detallado del acoplamiento, es decir el de pares de co-
nexion, es el que arrojo resultados diferentes entre grupos. En linea con lo discutido
en secciones anteriores y con lo reportado en trabajos sobre la patologia de AD, cabe
destacar que el grupo en riesgo de padecerla no presenta acoplamiento de conectividades
significativo en regiones que estédn catalogadas como las primeras en verse afectadas por
dicha enfermedad. Dentro de estas regiones se pueden mencionar: la corteza entorrinal
izquierda (donde también se observaron anomalias en su conectividad funcional), los
precuneos bilaterales y cingulo posterior derecho (con deficiencias tanto estructurales
como funcionales), e hipocampo derecho (conectado a través del férnix, tracto con una
marcada disminucién en su densidad de fibras). Ademas del tdlamo e hipocampo izquier-
dos que del mismo modo aumentan la lista de regiones afectadas tempranamente. Los
pares de conexion que si presentan un acoplamiento significativo en el grupo de riesgo
podrian deberse a procesos compensatorios del mismo modo que se interpret6 en el caso

de los mapas de conectividad funcional.

6.2. Limitaciones y sus posibles soluciones

Este trabajo de investigaciéon presenta algunas limitaciones. En primer lugar, el
numero de sujetos en cada grupo es modesto y los hallazgos deben ser replicados en
una muestra de mayor tamano. Ademads, la muestra de hijos de pacientes con LOAD
pertenece a una unica regién geografica y etnia, lo cual limita la generalizacion de los
hallazgos. Seria sumamente interesante y 1til en términos medicinales, explorar gru-
pos similares de sujetos de diferentes regiones de la Repiblica Argentina como también
de paises latinoamericanos para lograr una descripcién profunda y estratégica regional-

mente. Finalmente, incorporar un tercer grupo de estudio de pacientes de LOAD para
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establecer diferencias entre sujetos sanos, sujetos en riesgo de padecer la enfermedad y

sujetos ya diagnosticados.

Respecto al analisis de las imédgenes de difusién (AMRI) de esta Tesis, el mismo
conté con diversos desafios debido a los pardmetros aplicados durante la adquisicién.
En el caso de desarrollar un nuevo proyecto, se deberian incorporar mayor cantidad de
volimenes sin gradientes de difusion, es decir volimenes by, a lo largo de la adquisicién
de modo tal de poder realizar un control temporal de la intensidad del campo aplica-
do. Ademsds, agregar otros valores del factor b mayores al usual by = 1000s/mm?, por
ejemplo by =2000s/mm? y b3 =3000s/mm? de modo tal de aprovechar las ventajas que
traen aparejadas las adquisiciones con multiples capas y que impactan directamente en
la interpretacién de los valores de conectividad estructural. Por tltimo, incrementar el
nimero de gradientes con direcciones no colineales a, al menos, 45 para poder desarrollar
la base de armonicos esféricos a orden 8. Aumentar el orden maximo de esta base permite
obtener mayor detalle en la descripcién de la funcién de distribucién de orientaciones de
fibras por voxel. Clinicamente, el protocolo adquirido para las imagenes de difusion es
eficiente, pero al utilizarse para el estudio cientifico conduce a desafios técnicos que de-
mandan mayor atencién (y recursos computacionales) durante el procesado. En general,
mejorar el protocolo de adquisicién de las imagenes permitiria resultados biol6gicamente

mas precisos y acertados.

6.3. Conclusiones

A partir de la discusion anterior se desprenden diversas ideas generales. En primer
lugar, la muestra de sujetos en riesgo de padecer AD debido a sus antecedentes familiares
permitié explorar lo que podrian ser estadios tempranos de la enfermedad, cuantificar
anomalias y cambios, en ocasiones sutiles, respecto a un grupo control sin el riesgo
mencionado de contraer la enfermedad, similar en niimero de participantes, género, edad
y caracteristicas cognitivas, y poner a prueba técnicas de andlisis y procesamiento de
imégenes elaboradas originalmente con el objetivo de estudiar estadios més avanzados

de dano cerebral y por tanto, con obvias anomalias macroscépicas.

De las distintas etapas de esta Tesis, se puede decir que tanto para el estudio de
la microestructura de sustancia blanca como en el caso del acoplamiento de conecti-
vidades estructural y funcional, los métodos mas acertados en términos de hallazgos e
interpretaciones resultaron ser aquellos que resolvieron de un modo mas detallado las
preguntas planteadas. Es decir, el analisis basado en fixeles y el acoplamiento por pares
de conexién. Estos métodos fueron los més sensibles para identificar lo que podrian ser
biomarcadores de la enfermedad de AD en la presente muestra de sujetos con riesgo de

desarrollarla.
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Respecto a la conectividad estructural expresada a través de matrices, no se en-
contraron diferencias significativas entre grupos, pudiéndose deber a que las técnicas
aplicadas no eran adecuadas para enfatizarlas, o bien a que biolégicamente todavia no
se ven cambios reflejados en el comportamiento del cerebro como red. En cambio, para
el analisis de la actividad funcional del cerebro en estado de reposo el método de semillas
empleando el area de la corteza entorrinal arrojé resultados acordes con lo esperado y
reportado en la literatura. Se puede concluir entonces, que los cambios estructurales en
la sustancia blanca son mas sutiles que los referidos al funcionamiento cerebral en eta-
pas tempranas de AD, y que su incremento y notoriedad podrian ocurrir en instancias

posteriores e incluso con menor celeridad que los funcionales.

En general los resultados aqui presentados aportan a la creciente evidencia sobre
el deterioro tanto estructural como funcional y su conjuncién en sujetos que podrian
encontrarse en estadios tempranos o preclinicos de la AD. Ademads, teniendo en cuenta
otras contrapartes del proyecto transmodal que engloba esta Tesis, se puede trazar una
correspondencia entre los hallazgos cognitivos, clinicos, morfolégicos y funcionales deri-
vados de diversas técnicas. De ser los resultados corroborados en otras muestras, podrian
incorporarse las técnicas aqui aplicadas al conjunto de herramientas disponibles y sobre

todo accesibles, no invasivas y sensibles para detectar cambios preclinicos asociados a
AD.

Por supuesto que ademaés quedan interrogantes sin responder acerca de la natu-
raleza del cerebro, su estructura y funcionamiento, tanto en el caso de sujetos sanos
como en pacientes de diversas patologias neurodegenerativas. A lo largo de esta Tesis
también se buscéd mostrar la importancia de los enfoques interdisciplinarios en los tra-
bajos cientificos, acompanada de la relevancia y el desafio que conlleva aplicar técnicas
que originalmente fueron desarrolladas para otros escenarios. Sin dudas, es posible en-
riquecer el mundo de las neuroimagenes mediante el abordaje de herramientas de la
Fisica, asi como también el desarrollo de estas herramientas fisicas con una perspectiva

interdisciplinaria.



Apéndice A

Material suplementario de
métodos y procesamiento de

imagenes

A.1. Anadlisis basado en fixeles

Aqui se especifican los pasos que conforman el anélisis basado en fixeles (FBA) que
fue implementado para el estudio de la microestructura de sustancia blanca. La Fig. A.1

esquematiza este procesamiento.

a) Se estima las distribuciones de orientaciones de fibras (FOD) a partir de las image-
nes de dMRI;

b) las imdgenes FOD se trasladan, mediante operaciones de normalizacién, hacia un
espacio comun promedio del grupo especifico de estudio, obteniéndose una plantilla
FOD;

c) cada FOD de cada véxel de la plantilla es segmentada en fixeles individuales, y son
umbralizadas segin la densidad de fibras (FD) para crear una méscara de andlisis

fijo (también en el espacio promedio comun);
d) se estiman los mapas de deformacién a partir de la normalizacién ejecutada;

e) cada FOD ya trasladada al espacio de la plantilla (FOD deformada) es segmentada
para estimar la FD por fixel. Se obtiene ademas una correspondencia angular entre

los fixeles en el espacio de cada sujeto y en el espacio promedio comun;

f) la FD es comparada entre grupos, fixel por fixel;
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g) se estima el cambio en la seccién transversal sobre cada haz de fibras (FC), y se

lo compara entre grupos;

h) la FD es modulada por la FC para obtener el cambio en la densidad de la seccién
transversal del haz de fibras (FDC). Se compara la FDC entre los dos grupos.
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FI1GURA A.1l: Figura tomada del articulo [6]. Se presenta un diagrama detallado de

todas las etapas de andlisis basado en fixeles aplicado en un grupo control y otro de

pacientes. FOD = distribucion de orientacion de fibras; FD = densidad de fibras; FC
= seccion transversal de fibras; FDC = seccion transversal y densidad de fibras.
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A.2. Evaluacioén cognitiva de interferencia semantica y apren-
dizaje LASSI-L

A continuacién se describe el procedimiento completo de la administracién de la
técnica. La misma fue llevada a cabo en una sesién separada de 30 minutos en un dia
distinto del que se realizaba la evaluacién cognitiva para evitar efectos de interferencia

entre los items semanticos de la LASSI-L y otras pruebas.

Se presenta una lista de 15 palabras (lista A) compuesta de frutas, instrumentos
musicales y prendas de vestir escritas en tarjetas individuales en orden aleatorio. Los su-
jetos deben leer cada palabra en voz alta y recordarlas. Luego se les pide que evoquen las
palabras inmediatamente después de la exposicion. Después de este ensayo de recuerdo
libre, los sujetos deben evocar las palabras pertenecientes a cada categoria semdantica.
A continuacién se presenta por segunda vez la lista A y se solicita a los evaluados evo-
car inmediatamente las palabras pertenecientes a cada categoria seméntica. Este ensayo
permite una mayor codificacién y por consiguiente un mayor almacenamiento de los
estimulos. Luego, se presenta una lista B competidora con el mismo formato que la lista
A y compuesta por las mismas categorias seméanticas pero con diferentes estimulos. Se
administra la lista B siguiendo el mismo procedimiento que el de la lista A. La primera
evocacion organizada por las categorias seméanticas es el recuerdo facilitado 1B y
la segunda evocacién es el recuerdo facilitado 2B. Después de la codificacién y la
evocacion de la lista B, se les pide a los sujetos que evoquen los estimulos de la lista A
mediante recuerdo libre y facilitado (recuerdo libre A3 y recuerdo facilitado A3
respectivamente). Finalmente, luego de un periodo de 20 minutos se pide a los partici-
pantes que evoquen libremente la mayor cantidad de palabras posibles tanto de la lista A
como de la lista B de forma indistinta, sin necesidad de referir la fuente de cada estimulo
(recuerdo diferido) [124].

A.3. Adquisicion de imagenes de PET

A.3.1. Sintesis del 18F-FDG

Se adquirieron imagenes de PET con un dispositivo PET/CT General Electric
690. La sintesis principal de FDG se ejecuta en un sintetizador FASTLAB interno.
El sintetizador es un sistema compacto automético que convierte el fluoruro-[18F] en
[18F]-FDG listo para control de calidad, utilizable en el PET. La sintesis se realiza en
un conducto de flujo descartable llamado cassette de FDG. Este cassette se reemplaza
tras cada uso para asegurar una operacién limpia y replicable para cada produccién
de FDG. Todo el proceso de sintesis toma alrededor de 25 minutos. La solucién FDG

(~15ml) y el radionucleido resultantes se producen con forma de iones de fluoruro por
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bombardeo de agua-[180] (2.5-5ml) con protones acelerados en el ciclotrén. Para las
producciones internas la cantidad de actividad-18F recuperada es usualmente de 1500-
7000 mCi. Durante la irradiacién el sintetizador puede realizar la prueba del cassette
y los pasos preliminares de sintesis (acondicionamiento del cassette). El participante
debe encontrarse en ayunas por 6 hs, tener un nivel de glucosa en sangre por debajo de
130mg/dl y el procedimiento debe llevarse a cabo en una habitacién tranquila con luz
tenue. La imagen se adquiri6é entre 30 y 40 minutos después de la administraciéon del
FDG durante 30 minutos.

A.3.2. Sintesis del 11C-PiB

La sintesis del [11C]-PiB se realizé en un médulo GE TRACER lab FXC PRO, un
sistema compacto automatizado que produce radioquimicos marcados [C-11] a partir del
[11C]-COg . El médulo incluye un sistema de purificaciéon mediante cromatografia liqui-
da de alto rendimiento (HPLC). El HPLC es un método de separacién que permite el
aislamiento del producto marcado de los derivados radioactivos y las impurezas organi-
cas. El HPLC interno se lleva a cabo con una solucién de citrato de sodio 0.009 M en
etanol/agua (60/40) como fase mévil con un flujo de 3 ml/min y una columna de HPLC
de fase reversa (RP-HPLC). Los cromatogramas fueron registrados con un detector UV
y un detector de radioactividad en serie. La fracciéon que contiene el punto maximo del
producto [11C]-PiB se extrae del sistema de cromatografia por cambio de valvula de
desecho a linea de producto. La fraccién [11C]-PiB (tiempo de retencién 12 minutos) se
transfiere a un matraz y se diluye en una solucién salina de 30 mL para reducir el por-
centaje de etanol. El volumen total final es de 36 ml. La soluciéon PiB se encuentra lista
para ser fraccionada luego del filtrado esterilizado. La soluciéon 10mCi (ajustada por
peso) fue administrada y la adquisicién de imégenes se llevé a cabo 50 minutos después
de la administracion del [11C]-PiB. La adquisicién de imagenes dindmicas tomogréficas

3D lleva 20 minutos.



Apéndice B

Parcelaciones de sustancia gris

utilizadas

A lo largo de esta Tesis se han utilizado regiones cerebrales de tres atlas diferentes
seguin la necesidad de cada caso. A continuacién se presenta el listado de las regiones

que componen cada uno.

B.1. Atlas Desikan-Killiany

Para el estudio de la microestructura de WM, de la conectividad estructural y
la funcional, se utiliz6 una seleccién de las principales regiones que componen el atlas
Desikan-Killiany [73], habiendo 35 regiones corticales y 7 regiones subcorticales por
hemisferio cerebral. El procedimiento de obtencién se explica en la Seccién 4.3. Los
resultados obtenidos a partir de este atlas estan detallados en las Secciones 5.3, 5.2, 5.5
y 9.6.

Etiqueta Nombre en espanol

BSTS Bancos del surco temporal superior
CACG Cingulo anterior caudal

CMFG Circunvolucién frontal medio caudal
CU Cuneo

EC Corteza entorrinal

FG Circunvolucién fusiforme

IPG Circunvolucién parietal inferior
ITG Circunvolucién temporal inferior
1CG Cingulo istmico

LOG Circunvolucién occipital lateral
LOFG Circunvolucién orbitofrontal lateral

95
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LG Circunvolucién lingual

MOFG Circunvolucién orbitofrontal medial
MTG Circunvolucién temporal medio
PHIG Circunvolucién parahipocampal
PaCG Circunvolucién paracentral

POP Pars opercularis

POR Pars orbitalis

PTR Pars triangularis

PCAL Corteza pericalcarina

PoCG Circunvolucién post-central

PCG Cingulo posterior

PrCG Circunvolucién precentral

PCU Prectineo

RACG Cingulo rostral anterior

RMFG Circunvolucién frontal rostral medio
SFG Circunvolucién frontal superior
SPG Circunvolucién parietal superior
STG Circunvolucién temporal superior
SMG supramarginal

FP Polo frontal

TP Polo temporal

TTG Circunvolucién temporal transverso
INS Insula

CER Cerebelo

TH Télamo

CA Caudado

PU Putamen

PA Palido

HI Hipocampo

AM Amigdala

AC Area accumbens

TABLA B.1: Listado de regiones corticales y subcorticales seleccionadas del atlas
Desikan-Killiany.

B.2. Atlas AAL

El Atlas AAL forma parte de la plataforma de andlisis SPM implementada en el
software Matlab [125]. En esta Tesis se empled especialmente para el estudio funcional del

cerebro humano, en particular las regiones: insula, Circunvolucién posterior cingulado,
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prectineo, hipocampo y el Circunvolucién frontal medial. Los resultados obtenidos a

partir de este atlas se encuentran en la Seccién 5.5 y en la Fig. 5.22.

Etiqueta Nombre en espanol

PreCG Circunvolucién precental

SFGdor Circunvolucién frontal superior, dorso-lateral
ORBsup Circunvolucién frontal superior, parte orbital
MFG Circunvolucién frontal medial

ORBmid Circunvolucién frontal medio, parte orbital
IFGoperc Circunvolucién frontal inferior, parte opercular
IFGtriang Circunvolucién frontal inferior, parte triangular
ORBinf Circunvolucién frontal inferior, parte orbital
ROL Opérculo Rolandic

SMA Area motora suplementaria

OLF Corteza olfatoria

SFGmed Circunvolucién frontal superior, medial
ORBsupmed Circunvolucién frontal superior, orbital medial
REC Circunvolucién recto

INS Insula

ACG Circunvoluciéns anteriores cingulado y paracingulado
MCG Circunvoluciéns medianos cingulado y paracingulado
PCG Circunvolucién posterior cingulado

HI Hipocampo

PHG Circunvolucién parahipocampal

AMYG Amigdala

CAL Fisura calcarina y corteza circundante

CUN Ciuneo

LING Circunvolucién lingual

SOG Circunvolucién occipital superior

MOG Circunvolucién occipital medio

10G Circunvolucién occipital inferior

FFG Circunvolucién fusiforme

PoCG Circunvolucién postcentral

SPG Circunvolucién parietal superior

IPL Circunvolucién parieta inferior, sin ANG ni SMG
SMG Circunvolucién supramarginal

ANG Circunvolucién angular

PCU Prectineo

PCL Lébulo paracentral

CAU Ntcleo caudado

PUT Ntcleo putamen

PAL Nicleo pélido
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THA Talamo

HES Circunvolucién de Heschl

STG Circunvolucién temporal superior

TPOsup Polo temporal: Circunvolucién temporal superior
MTG Circunvolucién temporal medio

TPOmid Polo temporal: Circunvolucién temporal medio
ITG Circunvolucién temporal inferior

TABLA B.2: Regiones corticales y subcorticales del Atlas AAL.

B.3. Atlas Morel del Talamo

La region semilla utilizada para el estudio de los mapas de FC del talamo antero-
dorsal (TAD) pertenece al Atlas taldmico de Morel [91, 92]. Este atlas particiona el
talamo en 37 sub-regiones con el fin de mejorar su definicién y la precision en la aplicacién
de técnicas de neuroimégenes. Los resultados de su utilizacién se presentan en la Seccion
5.5 y en la Fig.5.21.

Etiqueta Nombre en espanol
AD Ntcleo anterodorsal

AM Nucleo anteromedial

AV Ntcleo anteroventral
CeM Ntcleo medial central
CL Nrucleo lateral central
CM Ntcleo mediano centro
Hb Ntcleo habenular

LD Ntcleo dorso lateral

LG Ntcleo geniculado lateral
Li Nrtcleo limitante

LP Ntcleo posterior lateral
MDmc Ntcleo mediodorsal, divisién magnocelular
MDpc Ntcleo mediodorsal, divisién parvocelular
MGN Ntcleo geniculado medial
MTT Tracto mamilotalamico
MV Ntcleo medioventral

pf Ntcleo parafascicular

Po Niicleo posterior

PuA Pulvinar anterior

Pul Pulvinar inferior

PuL Pulvinar lateral

PuM Pulvinar medial
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Pv
RN
SG
SPf
STh
VAmc
VApc
VLa
VLpd
VLpv
VM
VPI
VPLa
VPLp
VPM

Ntcleos paraventriculares

Ntcleo rojo

Ntcleo suprageniculado

Ntcleo subparafascicular

Ntcleo subtalamico

Ntcleo anterior ventral, divisién magnocelular
Ntcleo anterior ventral, divisiéon parvocelular
Ntcleo anterior lateral ventral

Ntcleo posterior lateral ventral, divisién dorsal
Niicleo posterior lateral ventral, divisién ventral
Ntcleo medial ventral

Nucleo inferior posterior ventral

Ntcleo lateral posterior ventral, divisién anterior
Ntcleo lateral posterior ventral, divisién posterior

Ntcleo medial posterior ventral

TABLA B.3: Parcelacion del Tdlamo del Atlas Morel. En esta Tesis sdlo se utilizd la

parcela antero-dorsal.
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