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Resumen

Después de una amputacion, ocurren varios cambios en la fisiologia del paciente. Se
ha observado, por ejemplo, una expansién de la representacion cortical adyacente de
las partes intactas del cuerpo hacia la region cortical cerebral de la parte o miembro
amputado, principalmente en las cortezas somatosensoriales y motoras. Sin embargo,
poco se han estudiado los cambios estructurales en cerebro debido a la pérdida de afe-
rencias y eferencias tras la amputacién. Se ha mostrado recientemente usando técnicas
de neuroimagen cuantitativa en pacientes amputados, la disminucion de sustancia gris
en el nicleo ventral posterolateral del talamo y la disminucion de sustancia gris en la
corteza somatosensorial primaria en pacientes con deaferentacion del nervio mediano,
como resultado de la degeneracion transneuronal en las vias aferentes. Los cambios es-
tructurales en las vias somatomotoras sélo han sido demostrados en el caso de lesiones
medulares, ya sea controladas o por accidente, tanto en humanos como en monos.

La imagen por tensor de difusion, es una técnica de imagen por resonancia magnéti-
ca que permite obtener informacién de la difusion del agua en el tejido cerebral, donde
se pueden identificar patrones de difusién (difusién isotrépica o anisotrépica) de acuer-
do a la estructura del tejido mismo. En particular, en la sustancia blanca se obtienen
patrones de difusién anisotrépica debido a que la membrana axonal asi como la mielina,
proporcionan una barrera a la difusion en la direccion perpendicular al trayecto de los
tractos nerviosos. De esta forma, una alteracion en la integridad de la sustancia blanca,
como un proceso desmielinizante, o la atrofia misma, llevan a una disminucién en la
anisotropia de la difusion, debido a los cambios en su difusion a lo largo de las fibras o

de forma transversal a ellas. El objetivo de este proyecto es estudiar, la fraccién de an-



isotropia, y los coeficientes aparentes de difusién transversal y longitudinal, obtenidos
mediante la imagen por tensor de difusion, los cambios ocurridos en sustancia blanca
en cerebro como consecuencia de la amputacion de un miembro pélvico.

Los resultados muestran una disminucién en la anisotropia de la difusién en vias
aferentes y eferentes relacionadas con los sistemas somatosensorial y somatomotor aso-
ciados al miembro amputado, pero también en areas de integracién de informacién
multisensorial como la insula, l6bulo temporal y occipital. Los cambios en las pro-
piedades de difusién parecen estar dominados por el coeficiente aparente de difusion

transversal a las fibras, lo que sugiere una alteracién en la integridad de la mielina.
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Capitulo 1

Antecedentes

Cuando se da una amputacion, como resultado de ella ocurren varios cambios en la
fisiologia del paciente, desde cambios cardiovasculares hasta cambios funcionales en el
sistema nervioso central y, por supuesto, cambios emocionales muy profundos. Algunos
estudios recientes han abordado la busqueda de cambios estructurales a nivel del siste-
ma nervioso central como resultado a la amputacién de algtin miembro [Jones y Pons,
1998; Woods et al., 2000; Graziano y Jones, 2009]. En dichos trabajos se analizan las
diferencias entre el caso de lesiones controladas a nivel central en modelos experimen-
tales en comparaciéon a la amputaciéon de un miembro y otros procesos fisioldgicos. En
humanos, algunos de estos estudios reportan investigacién in vivo de cambios estruc-
turales en amputados y de algunos casos de lesiones en médula espinal que han sido

realizados utilizando métodos actuales de neuroimagen.

1.1. Cambios estructurales en cerebro en primates
no humanos con lesion de vias aferentes.

Pons y sus colaboradores [Pons et al., 1991] estudiaron los nicleos somatosensoria-

les del talamo en 8 macacos que presentaban expansiones masivas en la representacion



cortical de la cara ocurrida tras 12 o més anos de haber sufrido deaferentacién de un
miembro superior. Se hizo evidente mediante técnicas histolégicas, la atrofia transneu-
ronal en el nticleo cuneiforme del tallo cerebral y en el nticleo ventral posterolateral
del tdlamo [Jones y Pons, 1998]. En todos los casos encontraron una reorganizacién
significativa en el mapa corporal representado en el tdlamo en particular en las repre-
sentaciones de la cara y el tronco. En todos los monos, el fasciculo cuneiforme de la
médula espinal, que normalmente contiene axones de las céulas ganglionares dorsales
del miembro superior, practicamente habia desaparecido como resultado de la degene-
raciéon de lo axones de las células ganglionares dorsales desde el segmento C2 a T4. Lo
cual se asocié con una disminucién del volumen en el niicleo cuneiforme de un 30 a
45 %, donde estos axones normalmente hacen sinapsis, resultado de una atrofia trans-

neuronal primaria de las célula deaferentadas.

La degeneracién transneuronal subsecuente a la deaferentacion es un fenémeno am-
pliamente reconocido en ciertas regiones del sistema nervioso central [Shibuya et al.,
1993; Payne et al., 1984; Page et al., 1993]. El ejemplo clésico de la degeneracién pri-
maria transneuronal es el que ocurre en el sistema visual, donde las células del nicleo
geniculado lateral del talamo sufren una atrofia significativa tras la remocion de un ojo
[Matthews et al., 1960]. En los monos se ha visto que las células comienzan a encogerse
después de los 7 dias del procedimiento, y al ano tienen el 50 % de su tamano original
[M R Matthews, 1964]. La muerte de las células sin embargo, ocurre hasta después de

varios anos [Goldby, 1957].

En un estudio del sistema somatosensorial, [Loewy, 1973], trabajando con cerebros
de humanos y monos que sufrieron transecciéon de la columna dorsal o de la médula
espinal, reporté encogimiento de nucleo gracilis con disminuciéon del tamano de las

células de un 25 %, pero sin pérdida de células atin después de 22 anos.

En el estudio de los monos que sufrieron deaferentacién de un miembro superior



por largo tiempo antes de ser estudiados, se encontré infiltracion de células neuroglia-
les en el niicleo cuneiforme encgido, indicando la presencia de un proceso degenerativo
activo, pero de forma similar al estudio de Loewy, hubo muy poca pérdida de neuronas
[Jones y Pons, 1998; Woods et al., 2000]. Los resultados indicaron una sobrevivencia
del 85 al 95 % de las neuronas en el ntcleo cuneiforme atin 20 anos después de la le-
si6on [Woods et al., 2000]. Sin embargo, todas las neuronas presentaron disminucién de
tamano de un 12 a 29 % a los 12 anos y de 45 % después de 20 anos, en comparacion
con las neuronas del lado opuesto. La densidad de las células se increment6 debido a
la pérdida de la neuropila que resulté de la muerte de los axones aferentes. El nicleo
cuneiforme externo, que también recibe aferentes del miembro superior pero proyecta
hacia el cerebelo, también mostré gliosis y evidencia de atrofia neuronal progresiva, la

pérdida de neuronas no fue mayor al 10 %.

Las células del ntucleo cuneiforme normalmente proyectan sus axones al ntcleo
talamico Ventral Posterior contralateral, que representa el miembro superior y par-
te superior del tronco. En estas células se encontraron cambios indicativos de atrofia
transneuronal. La atrofia transneuronal secundaria en el niicleo ventral posterior la-
teral (VPL) contralateral al niicleo cuneiforme, deaferentado por rizotomias dorsales,
estaba caracterizada por un encogimiento de 30 a 40 % en el drea de representacién
del miembro superior y tronco superior (Figura 1.1). Lo cual estaba asociado con una
severa deformacién de todo el complejo ventral posterior, siendo mayor en el animal
deaferentado por méas tiempo (20 anos), indicando que se trata de un proceso progre-
sivo. La mayoria de la estructura de sustancia blanca que divide al complejo habia
desaparecido (Figura 1.1) debido al retroceso de los axones de las células atrofiadas
en el nucleo cuneiforme. Las células que pertenecian a la mitad posterior o mas del
nticleo ventral posterior medial (VPM) se desplazaron hacia la parte reducida de la

representacion del miembro superior en el VPL.



Figura 1.1: Izquierda, representacién del cuerpo en una seccién frontal del complejo ventral posterior
del tdlamo en un macaco sin afectacién de las vias neuronales aferentes. Derecha, representacién de la
region que sufrié reorganizacion funcional y estructural en un mono macaco que sufrié el corte de las
raices dorsales entre C2 y T4, 20 anos previos al estudio, se observa expansién de la regién inferior del
rostro. Abreviaciones, VPL, niicleo ventral posterior lateral; VMb, ntcleo ventral medial basal; VPI,

nucleo ventral posterior inferior. Tomado de [Jones, 2000].

La region del tdlamo posteromedial al nicleo VP encogido se encontré invadido
de pequenas células identificadas por estar densamente inmunotenidas para la protei-
na ligada al calcio, calbindin, y ligeramente tenida por histoquimica para la enzima
metabdlica, citocromo oxidasa, avanzando de forma anterégrada desde el niicleo taldmi-
co posterior [Rausell et al., 1992b]. Esta regién posterior de células inmunoreactivas
a calbindin contiene las concentraciones mas densas de terminales de axones espino-
taldmicos y del trigémino espinal [Rausell et al., 1992a]. La experiencia neuroquirtirgica
en humanos indica que una parte del talamo es aquella involucrada tnicamente con
la transmision del dolor central [Lenz et al., 1993]. En la parte afectada del VPL,
en los monos deaferentados se encontré menor inmunotenido para receptores GABA 4

y mayor inmunotenido para calbindin [Rausell et al., 1992b]. La expresién de estas
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proteinas generalmente ocurre de manera posterior a la actividad neuronal, de modo
que las alteraciones encontradas sugieren una modificacién del patrén normal de in-
nervacion en la region talamica reorganizada, que a su vez, puede llevar a sensaciones
dolorosas y anormales referidas a la regién denervada. Estas son las clases de sensa-
ciones comunmente experimentadas por paceintes amputados y pacientes con lesiones
medulares (espinales). Los monos estudiados presentaron comportamientos que sugie-

ren sensaciones anormales del miembro deaferentado [Jones y Pons, 1998].

1.2. Diferencias entre deaferentaciéon central y pe-
riférica.

La desconexion de una parte de la representacion cortical somatosensorial de sus
fuentes de aferencias sensitivas al seccionar las raices dorsales de la médula espinal o
al seccionar las columnas dorsales mismas, es claramente diferente a seccionar nervios
periféricos, ya sea directamente o debido a la amputacion de un miembro. En el tltimo
caso, se lesionan los axones periféricos de las raices ganglionares dorsales, los cuales, a
diferencia de los axones centrales, comunmente mueren cuando son cortados y tienen
capacidad de regeneracion. La preservacién de las raices ganglionares dorsales afecta-
das asegura que sus axones centrales en las columnas dorsales permanezcan intactos.
Al rededor del 70 al 80 % de las raices ganglionares dorsales normalmente sobreviven al
seccionamiento de los nervios periféricos a menos que el corte ocurra cercano al ganglio
y por tanto deprive a las células nerviosas de una parte significativa de sus axones
[Lekan et al., 1997]. Las células ganglionares también pueden sobrevivir la pérdida de
sus receptores en la piel y el musculo, como ocurre en una amputacion, al hacer co-
nexiones con regiones adyacentes. [Wall et al., 1988], al examinar la relacién entre el
grado de degeneracion de las células ganglionares dorsales y la plasticidad cortical en

ratas adultas, encontraron que la reorganizacion de la representacion cortical de la piel



de la pata trasera ocurrida entre los 6 y 101 dias posteriores a seccionar el nervio ciati-
co, presumiblemente con una modesta pérdida celular en los ganglios de L4 y L5, era
idéntica a aquélla encontrada tras la muerte de varias células en los mismos ganglios
debido al uso de una neurotoxina transportada de forma retrégrada. Esto sugiere que
en animales adultos, seccionar nervios periféricos y rizotomias deberian tener efectos

similares en la corteza sensitiva, al menos en plazos de tiempo cortos e intermedios.

Deaferentaciones periféricas de gran escala, por ejemplo, cortando todos los nervios
de un miembro, estardn acompanados generalmente por una pérdida considerable de
células ganglionares. Bajo estas circunstancias,describieron en gatos en los que seccio-
naron los tractos mayores del miembro anterior, atrofia transneuronal sin pérdida de
células, comenzando en el nticleo cuneiforme dentro de las primeras 4 a 5 semanas y

siendo mayor después de las 20 a 36 semanas.

En términos de plasticidad cortical, el grado en que la amputacion o seccién de ner-
vios periféricos asemeja los efectos centrales a largo plazo de aquéllos de una rizotomia
dorsal, parece depender de que los ganglios dorsales que sobreviven a la pérdida de sus
axones periféricos puedan mantener una representacion del miembro afectado a nivel
central [Jain et al., 1997]. En la ausencia de una pérdida sustancial de células en los
ganglios, es poco probable que ocurra degeneracién transneuronal en los nicleos de las
columnas dorsales o en el tdlamo. Bajo estas circunstancias, es probable que el patrén
de plasticidad cortical y talamica sea diferente y menos severo que en el caso de una

lesién central.

Las amputaciones, especialmente aquellas de un miembro completo o de una par-
te sustancial de él, tienen mas probabilidad de producir cambios semejantes a una
deaferentacion central porque, en la ausencia de receptores periféricos, muchas de las
células ganglionares dorsales sufrirdan degeneracién retréograda, llevando a una pérdida

secundaria de sus axones centrales y efectos transneuronales similares o idénticos a



aquéllos que ocurren posterior a rizotomias dorsales o seccién de las columnas dorsales
[Jones, 2000]. Por tanto, es significativo que la amputacién de una mano tenga como
consecuencia la reorganizacion cortical de escala comparable con aquella vista posterior
a la denervacién o rizotomia [Florence y Kaas, 1995]. Es complicado interpretar los
cambios en el mapa cortical tras las amputaciones, debido a la presencia de neuromas
en la region del munén. Estos intentos de regeneracion en la parte de los axones pe-
riféricos puede servir para proteger las células de la degeneracién [Jones, 2000]. Se cree

que estan involucrados en las sensaciones asociadas al fenémeno del miembro fantasma.

Estudiando ratas en las que se ha seccionado el nervio cidtico, [Coggeshall et al.,
1997], no encontraron un efecto inmediato en el numero de axones de las raices ganglio-
nares dorsales de L4 y L5, lo que sugiere que no hay una pérdida inmediata de células
ganglionares. Sin embargo, posterior a 16 semanas, se encontré una pérdida selectiva
de mas del 50 % de fibras no mielinizadas. Las fibras mielinizadas, cuyas ramificaciones
proveen de informacion proveniente de mecanoreceptores de bajo umbral permanecie-
ron sin afectacion. Esto es de gran interés en términos de plasticidad cortical ya que
[Calford y Tweedale, 1991a,b,c] observaron en monos y murciélagos frugivoros, que el
efecto de silenciar fibras periféricas no mielinizadas mediante la aplicacién de una toxi-
na selectiva a fibras C, la capsaicina, o anestesia local, tuvo una influencia profunda e
inmediata en la emergencia de campos receptivos nuevos en la corteza somatosensorial,
un efecto que se cree debido a la ausencia de los mecanismos inhibitorios centrales de
las fibras C. De este modo, la pérdida selectiva de fibras C posterior a la amputacién
podria permitir la expresion de divergencias de la informacién aferente de los mecano-

receptores de bajo umbral, en el tallo, talamo y corteza.



1.3. Alteraciones estructurales a nivel central en
humanos con lesiones medulares.

Existe evidencia de que ocurre degeneracion Walleriana en los tractos nerviosos de
pacientes que sufrieron lesiones de la médula espinal. [Buss et al., 2004], utilizando
técnicas inmunohistoquimicas post mortem, estudiaron la dindmica de la degeneraciéon
Walleriana en la médula espinal de pacientes que murieron 2 dias a 30 anos después de
sufrir lesion traumatica de la médula espinal o infarto cerebral. La tincion de neurofi-
lamento mediante técnicas inmunohistoquimicas demostré un patron espacio-temporal
de pérdida axonal en la degeneracion descendente de los tractos nerviosos que pudo
ser detectada cerca de la lesion a partir de los 12 dias posteriores al dano, hasta una
desaparicién practicamente completa en los pacientes con 1 ano o mas de sobrevivencia.
Se demostré también la deposicién a largo plazo de una cicatriz astrocitica densa en
los tractos degenerados a partir de los 4 meses posteriores a la lesién. Estos cambios
se vieron acompanados de la reduccién gradual de la mielina, con una pérdida casi
completa a partir de los 3 anos posteriores a la lesion. Los autores no encontraron un
aumento en la expresion de la molécula condroitin sulfato proteoglicano (CSPG) en
los tractos degenerados ya que es un fuerte inhibidor de la regeneraciéon axonal y un

componente importante en los tejidos de cicatriz glidtica.

La afirmacion si las lesiones medulares producen cambios significativos a nivel cen-
tral, incluyendo la pérdida neuronal en la corteza motora primaria (M1) es controversial
[Wrigley et al., 2009]. Algunos estudios reportan cambios pequenos en el nimero de
neuronas de M1 posterior a la lesién del tracto corticoespinal [Tower, 1940; Lassek,
1942]. Sin embargo, un estudio més reciente, por Wannier y cols (2005) encontré que
posterior a la disrupcion del tracto corticoespinal unilateral en dos monos macacos, no
se encontraron cambios en el nimero de células piramidales en M1. Sin embargo, los
autores reportaron que los somas sobrevivientes en M1 se encogieron significativamente

respecto a aquéllos del hemisferio no afectado.



En contraste a estos estudios, otras investigaciones reportan la muerte de neuronas
corticoespinales posterior al seccionamiento de la via piramidal o lesiones de los cordo-
nes cervicales [Levin y Beadford, 1938; Pernet y Hepp-Reymond, 1975]. Por ejemplo,
[Pernet y Hepp-Reymond, 1975] mostraron que posterior al seccionamiento unilateral
de la via piramidal, se perdieron aproximadamente el 70 % de las células piramidales
en la corteza motora contralateral. Estudios recientes en roedores han mostrado que
la transeccién del tracto corticoespinal a nivel tordcico da como resultado la muer-
te programada (apoptosis) de hasta un 40 % de las neuronas corticoespinales [Hains
et al., 2003]. Ademads de la pérdida neuronal en M1, se ha reportado que la lesién de la
médula espinal en modelos animales, evoca cambios morfométricos en el sistema motor

descendente, incluyendo cambios en la densidad de espinas sindpticas [Kim et al., 2006).

1.4. Evidencia 2n vivo de cambios estructurales en
cerebro posterior a la lesién de vias aferentes y
eferentes a partir de estudios de neuroimagen.

En un estudio in vivo de pacientes que sufrieron lesién de la médula espinal a ni-
vel toracico, los autores reportaron una disminucién del volumen de sustancia gris en
regiones localizadas en comparacién con un grupo control sin lesiéon [Wrigley et al.,
2009]. Estas reducciones fueron evidentes en la regién de la corteza motora izquierda
que enerva los miembros inferiores, la corteza prefrontal medial izquierda y derecha,
la corteza anterior del cingulo, la corteza temporal anterior izquierda y derecha, el
hipotdlamo lateral y la corteza insular. No reportaron ninguna regién con aumento
del volumen de sustancia gris en pacientes en comparacién de los controles. En térmi-
nos de la sustancia blanca, reportaron disminucién de la fraccién de anisotropia (F'A)

en los pacientes en las regiones inmediatas a las cortezas motora y sensitiva prima-
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rias que representan los miembros inferiores y regiones asociadas al trayecto del tracto
corticoespinal en ambos hemisferios, como la corona radiada, el brazo posterior de la
capsula interna y la regién ventral del puente. También encontraron disminucién de la
F'A en la sustancia blanca préxima a la corteza cerebelar superior, y en regiones de la
sustancia blanca proximas a la corteza del cingulo anterior. No encontraron aumento
de la sustancia blanca en los pacientes en comparacién a los controles. Sin embargo,
no encontraron correlaciones significativas entre los cambios estructurales y la edad
de los sujetos, ni con el tiempo ocurrido desde la lesiéon hasta el estudio de imagen.
Los cambios estructurales reportados en este estudio, tanto en sustancia blanca como
en sustancia gris posterior, posteriores a la lesién de la médula espinal, podrian ser
el resultado tanto de la muerte neuronal o de un encogimiento de las neuronas del
tracto corticoespinal. Los cambios reportados en cerebelo son interesantes, pues a di-
ferencia de las cortezas motoras y somatosensoriales primarias que tienen proyecciones
directas a la region de la lesién, la mayoria de las proyecciones de la corteza superior
del cerebelo son hacia y desde el tallo y la corteza cerebral. Esto podria indicar que
ocurren cambios anatémicos secundarios que no resultan directamente de la lesién. Los
autores adquirieron imédgenes estructurales T1 de alta resolucién (1mm?) e iméagenes
de tensor de difusiéon, y utilizaron técnicas de analisis morfométrico basadas en voxel

(Vozel-based morphometry, VBM).

Estudios previos que utilizaron VBM y técnicas de medicién a partir de regiones de
interés han tenido dificultades en detectar cambios en el volumen de sustancia gris en
M1 posterior a la lesién de la médula espinal [Crawley et al., 2004; Jurkiewicz et al.,
2006]. Aunque se encontré una pequena diferencia en el volumen de sustancia gris que
no fue suficiente para alcanzar la significancia estadistica en el estudio de Crawley,
estd de acuerdo con los resultados presentados por [Wrigley et al., 2009]. La diferencia
en la robustez y significancia de los resultados en M1 mostrados por [Wrigley et al.,
2009], se puede deber a la seleccién de los pacientes, que a diferencia de los otros estu-

dios, incluyeron tunicamente a pacientes masculinos, paraplégicos, con lesion completa
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de la médula. Sin embargo, [Jurkiewicz et al., 2006] encontraron cambios en la integri-
dad estructural en la corteza somatosensorial primaria, evidenciando una degeneracion
transneuronal anterégrada. En un estudio reciente, [Freund et al., 2011], encontraron
atrofia de la médula, atrofia cortical en las cortezas motora y somatosensorial prima-
rias en 10 pacientes que sufrieron lesién en la médula espinal a nivel cervical que se
relacionaron con el grado de discapacidad. Los autores relacionan la atrofia medular a
una serie de procesos neurodegenerativos que incluyen degeneracién axonal, desmieli-
nizacion y pérdida neuronal. De forma similar, relacionan la disminucién del volumen
de sustancia blanca subcortical en el tracto corticoespinal y el volumen de sustancia
gris cortical con una degeneracion retrégrada [Hains et al., 2003; Beaud et al., 2008],
que también podria deberse a una disminucién en la conectividad cortical debido a la
disminucién de la densidad de espinas dendriticas [Kim et al., 2006]. Los cambios en
la corteza somatosensorial primaria los relacionan con una actividad celular reducida

iniciada por una degeneracién transneuronal [Freund et al., 2011].

Recientemente, [Draganski et al., 2006] estudiaron los cambios estructurales de la
sustancia gris en 28 pacientes con amputacién unilateral de un miembro (brazo o pierna)
a partir de iméagenes de alta resolucion y contraste adquiridas con Resonancia Magnéti-
ca, utilizando la metodologia conocida como morfometria basada en voxel (VBM ). Esta
técnica se basa en la comparacion voxel a voxel, de las intensidades de imédgenes pre-
viamente normalizadas a un espacio comin y segmentadas de modo que, iinicamente
representen la anatomia de la sustancia gris de cada sujeto en el estudio. Un aumento o
una disminucién en la intensidad del voxel en estas imagenes preprocesadas serd inter-
pretado como un aumento o disminucién de la densidad de sustancia gris. Encontraron
una disminucion de la sustancia gris en la regién posterolateral del talamo contralateral
al lado de la amputacién. Estas diferencias en la sustancia gris tuvieron una correla-
cién positiva con el tiempo transcurrido desde la amputacion y parecen revelar una
degeneracion transneuronal. Dado que no se encontraron diferencias a nivel cortical,

los autores suponen que debe haber un equilibrio entre la degeneracion transneuronal
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y el crecimiento de dendritas que puede ocurrir a nivel cortical [Rausell et al., 1998;
Draganski et al., 2006]. Los autores consideran que la resolucién de la imagen y el
proceso de suavizado que la disminuye, pueden afectar la distincion entre los ntcleos
del tadlamo sensitivos y motores. La mayoria de los participantes amputados de este
estudio hacian uso de protesis mecanicas o protesis mioeléctrica, lo que contribuiria a

que se preserve la funcion motora eferente.

En un estudio reciente, [Taylor et al., 2009] examinaron los cambios estructurales
en sustancia blanca y sustancia gris y su correlacion con medidas de recuperacién en
14 pacientes con deaferentacién completa del nervio mediano y/o ulnar derechos que se
sometieron a microcirugia para reparar el dano al menos 1.5 anos previos al estudio de
imagen. Estudiaron también 14 sujetos control pareados en sexo y edad. Comparado
con el lado sano, los nervios afectados y reparados tienen afectaciones en la conduccién
en las vias aferentes y eferentes, con amplitud disminuida y un aumento en la latencia.
Encontraron reduccion de sustancia gris en varias regiones cerebrales,; incluyendo las
cortezas somatosensoriales primaria y secundarias. La disminucion de la sustancia gris
en el giro postcentral correlacioné de forma negativa con mediciones de la recuperacion
sensorial (deteccién mecénica y de vibracién), demostrando la relacién funcional y es-
tructural. Sin embargo, no reportan cambios en la fraccién anisotrépica (propiedad de
difusién que refleja integridad estructural de la sustancia blanca) en las vias hacia la
corteza S1, inicamente en la sustancia blanca proxima a la insula derecha, una region

donde también reportaron cambios en la sustancia gris.
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1.5. Imagen por tensor de difusion en el estudio de
la integridad de la sustancia blanca cerebral.

La imagen por resonancia magnética (RM) se basa en la absorcién de energia por
los ntcleos de hidrogeno y su posterior reemisién cuando éstos estan inmersos en un
campo magnético externo. Este fenémeno ocurre cuando se cumple la condicion de
que la energia electromagnética de excitacion iguale la frecuencia de precesion de los
protones muestreados (determinada por la magnitud del campo magnético externo).
De esta forma los movimientos de los protones por diversos fenémenos, entre ellos la
difusion, afectara la senal emitida por los protones excitados y es posible estimar en
forma cuantitativa algunas propiedades de la difusién, como se explica méas adelante.
Se hace una revisién de los trabajos que relacionan las propiedades de difusion medidas

con RM y la integridad estructural de la sustancia blanca.

La imagen por tensor de difusién es una técnica que nos brinda la oportunidad de
cuantificar la difusion de las moléculas de agua en el tejido cerebral. Esta basada en el
fenémeno de difusién de agua conocido como el movimiento Browniano. Ahora se sabe
que el movimiento molecular estd afectado por las propiedades del medio en el que
ocurre, y que la difusion en los tejidos bioldgicos refleja la estructura y arquitectura de

éstos a nivel microscopico.

La difusién igual o isotrépica ocurre cuando un medio no restringe el movimiento
molecular, como deberia ser el caso para el liquido cefalorraquideo, donde una molécu-
la de agua tendria la misma posibilidad de difundirse hacia cualquier direccion. La
difusiéon anisotrépica es aquella que ocurre cuando no es igual en todas direcciones,
se puede asociar entonces, una direccion preferencial a la difusion y se puede deber a
las propiedades estructurales del medio. La difusion en los tractos de materia blanca
del sistema nervioso central, no es igual en todas las direcciones, es anisotrépica, sien-

do la direccién principal de difusién paralela a los tractos mismos. Tomando ventaja
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del hecho de que la difusion no es uniforme en el cerebro, se puede utilizar la imagen
por tensor de difusién para evaluar las caracteristicas microestructurales del tejido.
La técnica es especialmente 1util en el estudio de los tractos de materia blanca en el
cerebro ya que la movilidad del agua esta restringida perpendicularmente a los axones
que estén orientados por los tractos nerviosos (difusiéon anisotrépica). La mayor con-
tribucion a esta restriccion de la difusion en ciertas direcciones se debe a la membrana

axonal y la mielina [Beaulieu, 2002].

La imagen por tensor de difusion puede ser utilizada para caracterizar la dependen-
cia orientacional de la difusién de las moléculas de agua en un medio. En la materia
blanca, la difusién aparente del agua parece ser mayor a través de la direccién de las
fibras y mas restringida en una direccién perpendicular. La fraccién anisotropica o fac-
ci6n de anisotropia (F'A) provee informacion acerca de la forma del tensor de difusion
en cada voxel. La fraccién anisotrépica esta basada en la varianza normalizada de los
valores principales de los vectores principales de difusion, y permite diferenciar la di-
fusién isotropica de la anisotrépica. Esta medida refleja la organizacion direccional del
tejido cerebral que esta en gran medida influenciada por la magnitud y orientacion de
los tractos en la sustancia blanca. En paralelo, las mediciones de la fraccién anisotrépi-
ca pueden servir para sondear la integridad de la organizacion tisular a un nivel que
no es accesible para la resonancia magnética convencional. La fraccién anisotropica es
una medida fécil de utilizar porque se estima en valores de 0 (difusién isotrépica) a 1
(difusién anisotrépica). La difusién de las moléculas de agua estd principalmente rela-
cionada a barreras estructurales microscopicas que alteran el movimiento aleatorio del
agua en un nivel molecular. Debido a que el grado de permeabilidad de las membranas
biolégicas es pequeno, la principal contribucién de la constante de difusion viene de las
vias de difusién que se mueven alrededor de las células en vez de aquellas que cruzan
las membranas celulares. Los modelos experimentales han revelado que las membranas
celulares axonales aportan la mayor parte de la restriccién del movimiento del agua en

la sustancia blanca. La disrupcion patolégica de las membranas celulares, pérdida de
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mielina, o cualquier proceso que pueda alterar la integridad de los axones, incluso en
aquellos casos donde estudios histolégicos demuestran la permanencia de los axones,

existe un decremento en el valor de fraccién anisotrépica [Beaulieu, 2002].

1.5.1. Difusion

La difusiéon es un proceso natural de transporte que no requiere movimiento de
volumen, no debe ser confundido con convecciéon o dispersién, otros mecanismos que
si requieren movimiento de volumen. Es un proceso fisico esencial para el funcionamien-
to de los sistemas vivos. Por ejemplo, el transporte de metabolitos hacia el interior de

las células es facilitado por la difusion.

1.5.2. Movimiento Browniano y la ecuaciéon de Einstein

En 1827, Robert Brown estudiaba bajo el microscopio muestras de flora obtenidas
en un viaje a Australasia, cuando noté que los granos de polen suspendidos en agua
se movian de manera constante describiendo trayectorias aleatorias [Brown, 1828].
Este movimiento no se debe a los granos mismos, sino a las moléculas de agua en las
que estan suspendidas. De este modo, Brown describio el fenémeno de difusién de las
moléculas de agua, que es un movimiento constante y aleatorio debido a la energia
térmica que presentan todas las moléculas a temperatura mayor al cero absoluto, cero
grados kelvin. Si fuera posible observar una sola molécula de agua, ésta describiria una
trayectoria totalmente aleatoria, independientemente de la trayectoria seguida por sus

vecinos. Trayectoria descrita como camino aleatorio o “random walk” en inglés.

En 1905 Einstein probd que, para una poblacién de particulas con libertad de
difusiéon, el cuadrado del desplazamiento de las mismas desde su punto de partida,

promediado sobre todas las moléculas en la muestra, es directamente proporcional
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al tiempo de observacién ¢ [Einstein, 1905]. La constante de proporcionalidad es el
coeficiente de difusion, y esta relaciéon se escribe en la forma de la ecuacion de Einstein
como,

<r?’=6Dt > (1.1)

siendo una distribuciéon gaussiana con maximo en el desplazamiento cero y teniendo
igual probabilidad de que el desplazamiento ocurra en cualquier direccion. Para una
muestra de agua a temperatura corporal (37°C), el coeficiente de difusién del agua es
321073mm?/s. Si observamos la muestra por 30ms, las moléculas de agua se habran

desplazado, en promedio, 25um en todas direcciones.

En términos précticos, usando la imagen por resonancia magnética, se infiere el coe-
ficiente de difusion a partir de observaciones de los desplazamientos en un tiempo dado.
Si las moléculas de agua encuentran barreras en sus trayectorias, el desplazamiento pro-
medio por unidad de tiempo serd menor que aquel observado en agua “libre”. Al aplicar
la ecuacion de Einstein para calcular el coeficiente de difusion, éste sera aparéntemente
menor. Por tanto nos referimos a él como coeficiente aparente de difusion, abreviado
CAD o ADC por las siglas en inglés de apparent diffusion coefficient [Bihan et al.,
1986]. La microestructura del medio afecta claramente al desplazamiento promedio de

las moléculas de agua.

1.5.3. Codificando la senal de Resonancia Magnética para in-

ferir la Difusion

Las secuencias de RM se hacen sensibles a la difusion mediante la aplicaciéon de un
gradiente de campo magnético, es decir, el campo magnético varia de forma lineal en
el volumen de interés. La ecuacion de Larmor, la ecuacion fundamental en resonancia
magnética,

w=n~B (1.2)
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describe la frecuencia de precesiéon w de los spins con constante giromagnética v (42.5
Mhz/T para hidrégeno) en el campo magnético B. De modo que un gradiente lineal
impone una frecuencia de precesiéon dependiente de la posicion. Si se permite que los
spins precesen un tiempo dado, su fase de precesion variard. Normalmente esta va-
riacion se puede revertir aplicando un gradiente de igual magnitud pero en direccién
opuesta, o bien igual magnitud y direcciéon pero posterior a la aplicaciéon de un pulso

de radiofrecuencia de 180°.

Si las moléculas permanecen estacionarias, la ganancia de fase dependiente de la
posicién serd reversible con la aplicacién del segundo gradiente. Sin embargo, como
se mostro en la descripcion del movimiento Browniano, éstas nunca permanecen esta-
cionarias sino que estan en movimiento constante. De modo que el campo magnético
experimentado por un spin particular cambiard con el tiempo, y el cambio en la fase
de precesion dependera del desplazamiento neto. Debido al proceso de difusion y por
tanto al camino aleatorio o “random walk”, existe una distribucién de desplazamientos
y por tanto una distribucién de fases que disminuyen la senal. Mientras mayor sea la
difusién (por tanto el coeficiente aparente de difusién) a lo largo de la direccién del
gradiente, mayor serd la dispersion de la fase de precesion y por tanto mayor la pérdida
de senal. De forma contraria, mientras menor sea la difusiéon en esa direccién menor

serda la pérdida de senal.

1.5.4. Modelo Basico y Cuantificaciéon de la Difusion

La atenuacion de la senal de resonancia magnética debido a la difusion esta dada
por,

S§2 = S1etAPC (1.3)

donde S1 y S2 son la senal de intensidad medidas con bajo y alto valor b respectiva-

mente, y ADC' es el coeficiente de difusién aparente. El valor b resume los pardmetros
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utilizados en la secuencia sensible a la difusion y esta dado por
b=~G6(A —6/3) (1.4)

donde 7 es la constante giromagnética, G la magnitud del gradiente de campo magnéti-
co, 0 y A son la duracién y separacién temporal respectivamente de los gradientes

aplicados.

En otras palabras, existe una simple relacién exponencial entre la senal y el ADC.
De modo que para cuantificar la difusion en una direccion, se requieren al menos dos
mediciones, conociendo la diferencia del valor b entre ambas mediciones se puede des-

pejar y calcular el ADC' utilizando la ecuacién 1.4.

1.5.5. Influencia de la Estructura Anisotréopica en la RM pe-

sada a Difusion

La microestructura afecta las propiedades de difusién aparente y por tanto la cuan-
tificacion de la misma mediante métodos no invasivos constituye una prueba sensible a
los cambios en la estructura celular que afecten el desplazamiento de las moléculas de
agua por unidad de tiempo. La aplicacion clinica mas relevante para las imagenes por
resonancia magnética sensibles a difusion es el estudio de procesos isquémicos agudos,
donde disminuye el desplazamiento de las moléculas por unidad de tiempo y por tanto
del ADC, resultando en menor atenuacion de senal y por tanto, la lesion se ve hiper-
intensa [Moseley et al., 1990a] ain cuando las imdgenes convencionales T1, T2 y Flair

se ven normales.

Casi al mismo tiempo que se observo que el ADC' esta reducido en la isquemia,
se observo que en ciertas partes del cerebro del gato, el ADC medido depende de la

direccién de medicién (la direccién del gradiente aplicado) [Moseley et al., 1990b].

19



Confirmando mediciones previas realizadas ex vivo en musculo y tejido cerebral [Han-
sen, 1971; Cleveland et al., 1976]. La dependencia direccional del ADC' también fue
observada poco después en el cerebro humano [Chenevert et al., 1990; Doran et al.,

1990].

En ciertas regiones del cerebro, la intensidad de senal de una imagen pesada a
difusién es la misma en todas direcciones, sugiriendo que el ADC es igual en todas
direcciones. En estas regiones decimos que la difusion es isotrépica. En regiones donde
esto no ocurre, y por tanto, hay una direccién preferencial de difusion, en este caso
decimos que la difusion es anisotropica. Esta anisotropia refleja la microestructura del
tejido estudiado. Se ha visto que la difusién ocurre principalmente a lo largo de los
tractos nerviosos, y encuentra barreras en forma paralela a estos. Como estas obser-
vaciones se hicieron en cerebros de personas adultas, se concluyd que la anisotropia
de la difusion se debia a la mielina actuando como barreras hidrofébicas a la difusion
[Thomsen et al., 1987]. Sin embargo, esta anisotropia puede ser observada en ausencia

de mielina [Wimberger et al., 1995; Beaulieu, 2002].

1.5.6. Tensor de Difusion

Si consideramos una gota de tinta en el centro de un cubo de agua, con el tiempo,
las particulas de tinta se desplazaran formando un patrén similar a una esfera, ya que la
difusion sera isotrépica. Sin embargo, en un medio anisotrépico, la difusién serd mayor a
lo largo de la direccién de mayor anisotropia que en forma perpendicular. El patrén que
describiran las particulas de tinta no sera una esfera sino algo similar a un elipsoide con
el eje mayor paralelo a la direccién de mayor anisotropia del medio. Frecuentemente se
piensa en el tensor de difusién en términos de esta elipsoide, y entonces, una superficie
representando la distancia que una molécula se desplazard con igual probabilidad desde

su origen. En términos matematicos, el tensor de difusion es una matriz simétrica de
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3 x 3 elementos que caracterizan los desplazamientos en 3D,
D
D
D

donde los elementos en la diagonal corresponden a la difusividad a lo largo de los tres
ejes ortogonales (sistema de referencia del escéner), mientras que los elementos fuera
de la diagonal corresponden a la correlacion entre los desplazamientos a lo largo de los
ejes ortogonales. Hay que tener en cuenta que D,, no es exactamente el ADC en la
direccion (z,y), sino la correlacién entre los desplazamientos en las direcciones z y y.
El modelo del tensor de difusién describe un “marco de referencia interno”, llamado
eigensistema o sistema propio. De este modo los ejes principales de la elipsoide estan
dados por los eigenvectores y las longitudes estan dadas por la distancia de difusion en
un tiempo dado, el cual vimos que es proporcional a la raiz cuadrada de la difusividad.

Por tanto, la longitud de los ejes es proporcional a la raiz cuadrada de los eigenvalores.

La orientacion del tensor se define de forma que es paralela al eigenvector principal
el, que se asocia con el eigenvalor mayor. El eigenvector principal se asume que es

colineal con la orientacion dominante de la fibra en el voxel estudiado.

1.5.7. Fraccion Anisotrépica

Los indices de anisotropia se utilizan para representar con un valor cuantitativo,
qué tan anisotropica es la difusién y por tanto, el orden de la microestructura mues-
treada. Aunque existen varios indices de anisotropia propuestos, el mas utilizado en la
literatura es la Fraccién Anisotrépica (F'A), que bésicamente consiste en la varianza de
los eigenvalores respecto a su promedio,normalizada por la magnitud del tensor mismo.

La F'A esta dada por [Basser y Pierpaoli, 1996],
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A \ﬁ $ (= X2+ O =27 + 0 = L6
2 AT+ A5+ A3

donde A1, A v A3 son los eigenvalores del tensor. Como estd normalizada respecto a

la magnitud del tensor, la F'A mide la fraccién del tensor que puede ser asignada a

la difusién anisotrépica, tomando valores de 0 (cuando la difusién es isotrépica) a 1

(cuando la difusién estd restringida a un solo eje). De modo que al calcular la F'A para

cada voxel podemos generar mapas de F'A como los mostrados en la Figura 1.2.

Figura 1.2: Ejemplo de un mapa de FA.

Aunque la F'A es uno de los indices menos sensibles al coeficiente senal ruido, es-
ta dependencia nunca serd nula. Al disminuir el coeficiente senal ruido, la F'A puede
ser sobreestimada [Pierpaoli y Basser, 1996]. Asi que la comparacién de FA obte-
nida de diferentes estudios con parametros distintos debe ser tomada con cuidado ya

que el efecto del coeficiente senal ruido podria ser distinto para cada conjunto de datos.

Otra de las tantas formas de cuantificar la anisotropia es mediante el cociente ADC
paralelo / ADC transversal (|| / L ). En los experimentos de imagen por tensor de
difusion, una vez que se tiene caracterizado el tensor, se asume que el eigenvalor mayor
(A1 o L1) corresponde al ADC' paralelo a lo largo de la fibra y los dos eigenvalores

menores (A y Az) corresponden a los valores de ADC' perpendiculares a la fibra. Por
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simplificacion, los dos eigenvalores menores se promedian para obtener un valor tinico

de la llamada difusividad radial (A} o Lt).

1.6. Bases Biolégicas de la Difusién Anisotrépica

Si bien la difusividad promedio de sustancia blanca y sustancia gris en cerebro son
similares, el grado de anisotropia es muy diferente en estos tejidos debido a sus estruc-
turas particulares [Pierpaoli et al., 1996]. De hecho la Fraccién Anisotrépica es baja
en la sustancia gris cortical (~ 0,2), varfa en la sustancia gris profunda (0,2 — 0,4),
y mayor pero en un intervalo muy amplio en la sustancia blanca, desde~ 0,45 en las
regiones préximas a los giros corticales, hasta ~ 0,8 en el cuerpo callos en el cuerpo

calloso en sujetos sanos.

En la mayoria de los casos es dificil apreciar los cambios en los mapas de F'A en
forma cualitativa, a menos que la lesién sea muy severa como un infarto crénico donde
toda la region ha sido degenerada. Por ello, la mayoria de los estudios se basan en

analisis cuantitativos entre sujetos en estudio y sujetos control.

1.6.1. Relacién de la difusién anisotréopica del agua con la mi-

croestructura del tejido en sustancia blanca.
Microtibulos y neurofilamentos.

El citoesqueleto de los axones en sustancia blanca es denso y los numerosos neuro-
filamentos y microtiibulos orientados longitudinalmente podrian constituir una impor-
tante barrera fisica a la difusion perpendicular a los axones. Los neurofilamentos son
mas abundantes que los microtibulos, y para probar su contribucién a la anisotropia de

la difusién, es necesario minimizar las interacciones de las moléculas con la membrana
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celular. Dado que los diametros tipicos de los axones son del orden de 1 a 10um, ésta
no es una tarea sencilla en la mayoria de las muestras de sistema nervioso central, ya
que la difusion de las moléculas es aproximadamente de 5 a 11um en un tiempo tipico

de difusién de 40ms.

Existen dos estudios que midieron la difusiéon en axones de gran tamano para dis-
minuir el efecto de las membranas celulares. El primer estudio utiliz6 un axén gigante
de calamar, con un diametro ~ 300um, que mostrd practicamente difusién isotrépica,
con un cociente ADC' paralelo /ADC' transversal ( ADC|/ADC,| ) de 1.2 y FA de
0.11 [Beaulieu y Allen, 1994] que contrastan con los cocientes ADC)/ADC tipicos
de 2 a 7 en sustancia blanca y F'A entre 0.45 a 0.8 aproximadamente. En el segundo
estudio, se mostré que la difusién es isotrépica (ADC|/ADC, = 1, FA= 0) en los
axones de Mauthner de la lamprea (Petromyzon marinus), cuyo didmetro es ~ 20 a
40pum [Takahashi et al., 2002]. Estos estudios confirman que cuando el agua inter-
acciona unicamente con un arreglo de neurofilamentos, sin membranas, la difusion es
esencialmente isotropica. Estos resultados experimentales son confirmados con simu-
laciones Monte Carlo de la matriz de neurofilamentos usando los didmetros conocidos
(10nm) y el espacio promedio entre ellos (20a60nm) [Beaulieu y Allen, 1994]. Otro
resultado de estos estudios es que la difusién en el axoplasma en ausencia de mem-
branas es rdpida y no tan lenta como uno podria esperar en un medio intracelular. El
axoplasma con un 2.5 % de proteinas y 87 % de agua [Brown y Lasek, 1990], tiene una
estructura similar a la de un gel de agarosa, donde la difusién del agua es cercana a la

de agua pura dado el amplio espacio entre las cadenas polisacaradas [Woessner et al.,

1970; Derbyshire y Duff, 1974].

Los microtubulos tienen dos métodos potenciales de contribuir a la anisotropia. El
primero es su estructura, sin embargo su densidad es muy baja relativa a los microfi-
lamentos. El segundo es que ellos facilitan el transporte axonal rapido de vesiculas y

organelos, que podria facilitar el movimiento del agua a lo largo del axén. Despolime-
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rizando los microtubulos con vinblastina, lo que también deberia detener el transporte
axonal rapido, se demostré que los microtibulos y el transporte no juegan un papel
importante en la anisotropia observada en sustancia blanca (Beaulieu y Allen, 1994a).
Esto no significa que el transporte no afecte los valores individuales de ADC ya que en
las mediciones se mostré que el ADC paralelo y perpendicular fueron afectados, pero

que la relacién entre ellos se mantiene.

Membranas.

En la seccion anterior se descarté el papel de los microtibulos, neurofilamentos y
transporte axonal como los factores dominantes en la anisotropia de la difusién del
agua en la sustancia blanca. Los dos elementos restantes a explorar son la membrana
axonal y la mielina, dada su prevalencia e importancia en desérdenes de la sustancia

blanca, originalmente propuesta por [Bihan et al., 1993] y [Moseley et al., 1991].

Existe una variedad de estudios que confirman la anisotropia en tractos que no tie-
nen mielina de forma no patoldgica en una variedad de modelos animales y en humanos,
principalmente neonatos de pretérmino. Los modelos de sistemas no mielinizados en
los que se ha demostrado marcada difusién anisotrépica han incluido mediciones de
fibras (i) que son no mielinizadas por su naturaleza misma, (i) que ain no han sido

mielinizadas, o (4i7) que no forman mielina debido a modificaciones genéticas.

Se encontrd anisotropia en la difusién del agua en el nervio de una de las pa-
tas de langosta (FA= 0,56, ADC/ADC, = 2,7), que contiene axones no mielini-
zados con didmetros ~ 3 a 8um [Beaulieu, 2002]. La médula espinal de las lam-
preas contiene regiones con axones no mielinizados de menor didmetro y densidades
axonales variables. El grado de anisotropia, la F'A varfa desde 0,82(ADC/ADC, =
7), 0,69(ADC/ADC| = 4,2) a 0,34(ADC)/ADC| = 1,9) para las porciones dorsal,

dorsolateral y ventral, respectivamente, que corresponden con el orden de incremento
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promedio del didmetro axonal y menor densidad axonal [Takahashi et al., 2002]. De ma-
nera interesante, la reduccion observada en la anisotropia corresponde a un incremento

de la difusién perpendicular mientras que la difusion paralela permanece constante.

Estudios utilizando I'TD en sustancia blanca cerebral de crias de rata han mostra-
do anisotropia significativa previa a que la mielinizacién fuera evidente con pruebas
histolégicas [Wimberger et al., 1995; Prayer et al., 1997]. En humanos, en ninos pre-
maturos, se delinearon pequenas vias de asociacién y proyeccién y se observé que la
FA aumenté de 0.25 a 0.45 desde la semana 27 a la 42 de edad gestacional [Berman
et al., 2005; Partridge et al., 2005]. La mielina no puede contribuir a la reducida difu-
sion perpendicular a estas edades. La razén del cambio parece ser la mejor organizacién

paralela y empaque de los axones estudiados conforme maduran.

De forma similar a los casos presentados, se ha demostrado anisotropia significativa
en la sustancia blanca de la médula espinal y cerebro, en animales modificados genéti-
camente para que su tejido neuronal se desarrolle sin mielina (dismielinizacién). En el
nervio éptico dismielinizado de ratones jimpy (jimpy mice), debido a una anormalidad
en el desarrollo de proteina proteolipida que es un componente principal de la mielina,
se encontré que la anisotropia de la difusién es similar a aquélla en sujetos control,
aunque pequena, probablemente debido a la corta edad de los ratones (dos semanas)
[Ono et al., 1995]. En ratones modificados genéticamente, borrando el gen bésico para
la produccién de mielina, se encontraron varias regiones del cerebro con marcada aniso-
tropia (FFA = 0,36 a 0,57), pero se encontré que el ADC' radial era mayor que sujetos
control y el ADC' paralelo no diferia significativamente respecto a los controles. En
estos ratones se confirmé mediante microscopia electronica, que las zonas estudiadas,
pedinculos cerebrales, cuerpo calloso, capsula externa, fornix, nervio optico y tracto

optico, presentaban axones intactos pero sin mielinizacion.

Se puede concluir, que la anisotropia de la difusién no es especifica de la mieli-
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na, pues la mielina no es esencial en las fibras nerviosas para observar esta propiedad
biofisica. Las membranas axonales por si mismas son barreras suficientes a la difusién
transversal en comparacion a la difusién longitudinal a los tractos de sustancia blanca.
Sin embargo, las capas de mielina pueden modular la anisotropia, ain cuando no son
requisito estrictamente necesario para que ésta se presente. Sin ser los inicos reportes,
existen seis publicaciones relevantes [Ono et al., 1995; Gulani et al., 2001; Song et al.,
2002; Nair et al., 2005; Tyszka et al., 2006; Harsan et al., 2007] que estudiaron modelos
de animales modificados genéticamente que carecen de mielina presumiblemente sin
afectar la integridad axonal en comparaciéon con controles no modificados. De estos
trabajos se puede resumir que, en ausencia total de mielina en modelos animales de
dismieliniacion, los valores de F'A indican que se preserva la anisotropia y ésta se redu-
ce en promedio 15 % (min, méx : 0,32 %). Una observacién constante de estos trabajos
es que la difusién perpendicualr se incremente en mayor proporcién de lo que cambia
la difusion paralela, y que los incrementos de difusién perpendicular usualmente son

mayores en porcentaje que los cambios en F'A.

Aun cuando las membranas son las principales responsables de la anisotropia en los
tractos nerviosos, la mielina y sus alteraciones o cambios tienen un papel importante.
De este modo, cambios en la mielina, ya sea disminucién o aumento, modifican la an-

isotropia medida en el tracto o regién estudiada.

En varios estudios de desérdenes neuroldgicos se observa una disminuciéon de la an-
isotropia que, por alguna razén, corresponden a la pérdida del orden longitudinal del
tejido, probablemente debido a la pérdida o colapso de las barreras (mielina, axones)

o a la adicién de mds agua (edema vasogénico) (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Izquierda, representacién del dafio sufrido por las barreras a la difusién y su efecto en
la F'A. Derecha, micrografias electrénicas del nervio cidtico degenerado (abajo) y normal (arriba) de

la rana. Tomado de [Beaulieu, 2009].

La anisotropia puede disminuir debido a una disminucion de la difusiéon paralela o
a un aumento de la difusién perpendicular, o una combinacién de ambas. Asi que no
todos los cambios de F'A se pueden interpretar de la misma forma, dependiendo de las
alteraciones de los eigenvalores individuales.

Estudios recientes han demostrado en conjunto con verificacion histologica, que la
difusion paralela y perpendicular pueden ser interpretados en algunas situaciones, a
partir de cambios axonales o en la mielina, respectivamente. Las primeras evidencias
de esta relaciéon se obtuvieron de estudios longitudinales donde la adquisicién de datos
se realizé poco después de la lesion. Un estudio de ITD realizado en forma temprana
permite capturar el estado en que los axones estan lesionados mientras que la mielina
permanece intacta en su mayoria. En un modelo de isquemia retinal en raton, se obser-

varon diferentes curvas temporales del cambio en la difusiéon paralela y perpendicular
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durante la degeneracién Walleriana [Song et al., 2002]. Especificamente se observé una
reduccion de la difusién paralela sin cambios en la difusion perpendicular en los pri-
meros 3 dias, mientras que la difusion perpendicular mostré cambios hasta pasados 14
dias. Se utilizaron técnicas de inmunohistoquimica para confirmar el periodo agudo de
la degradacién axonal con las capas de mielina preservadas, mientras que el periodo
cénico mostréd degradacion de la mielina. Este trabajo sugiere que el colapso axonal por
si mismo no conlleva a un aumento en la difusién perpendicular. Otro ejemplo pero en
humanos, se puede ver en pacientes con epilepsia que no responden a tratamiento y les
realizan cirugia para seccionar las fibras del cuerpo calloso en un intento por disminuir
sus crisis [Concha et al., 2006]. Las mediciones de F'A a la primer semana y a los dos
meses fueron similares en el decremento mostrado, pero la medicién més temprana fue
resultado de una disminucion de la difusién paralela, mientras que, el aumento de la di-
fusion transversal fue la responsable del decremento de F'A en la mediciéon més tardia.
Aunque la correlacién entre los cambios en las propiedades de difusién y los cambios
patolégicos es alentadora, no se puede asegurar que son la tnica interpretacion posible
de los cambios encontrados, de modo que no en todos los estudios de ITD se puede ligar
la disminucién del ADC' paralelo tinicamente con degradacién axonal o la elevacion del
ADC paralelo tinicamente con la degradacion de la mielina. La idea principal es que
las propiedades de difusién paralela y perpendicular proveen de mas informacion ttil

y probablemente mas especifica que una medida de anisotropia por si misma.

1.7. Meétodos de analisis de los mapas de fraccién
anisotropica y propiedades de difusion.

El analisis de las propiedades de difusion medidas a partir de la imagen por tensor
de difusién, particularmente la comparacién de éstas entre grupos de pacientes, requiere

de una coincidencia de las estructuras o regiones a comparar. Se puede hacer mediante
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la definicion de regiones o tractos de interés, los cuales son seleccionados o “disecados”
a partir de los datos sujeto por sujeto y posteriormente puestos a prueba para evaluar
su similitud o diferencia. Este tipo de andlisis tiene la desventaja de que no permite
hacer busquedas en todo el cerebro, limitando los hallazgos a regiones previamente de-
finidas, aunque tiene la ventaja de que no requiere de una concordancia espacial de las
estructuras cerebrales y es particularmente 1til cuando se tienen hipdtesis referentes a

una estructura confinada.

Para realizar comparaciones voxel a voxel entre mapas de las propiedades de difusion
(u otras propiedades estructurales), es necesario solucionar el problema de correspon-
dencia, es decir, que las estructuras cerebrales de todos los sujetos en la muestra estén
representadas en la misma localizacion espacial del mapa que las representa. Para esto,
se han utilizado comtinmente dos metodologias: 1) un analisis estilo VBM, desarrollado
inicialmente para comparacién de mapas de sustancia gris [Ashburner y Friston, 2000;
Good et al., 2001], descrito brevemente en otra seccién de este capitulo; y 2) un andlisis
denominado Estadistica Espacial Basada en Tracto (TBSS, por las siglas en inglés de
Tract Based Spatial Statistics), que pretende solucionar el problema de corresponden-
cia definiendo el esqueleto de la sustancia blanca comun a los participantes del estudio

y proyectando en él para cada sujeto los pardmetros a comparar, p. €j. la F'A.

1.7.1. Métodos de corregistro.

El corregistro o realineacion consiste en encontrar las transformaciones espaciales
necesarias para hacer que una imagen coincida con otra (corregistro) y en su caso, apli-
car dichas transformaciones (registro o realineacién). Bésicamente, los métodos para

llevar a cabo este proceso se pueden dividir en métodos lineales y no lineales.

El registro lineal limita las transformaciones aplicadas a: traslacion y rotaciones
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globales, escalamiento y deformaciones globales (los cuadrados se pueden volver para-
lelogramos). Estas transformaciones implican pocos grados de libertad (pardmetros a
ajustar), tienden a ser robustas y precisas para alinear imagenes del mismo sujeto, pero
por lo general no son muy precisas entre sujetos, ya que se requieren deformaciones

locales debido a las variantes anatémicas del cerebro en diferentes sujetos.

El registro no lineal es utilizado entonces principalmente para alinear imagenes
entre diferentes sujetos, o de un sujeto a una plantilla en el espacio estandar. Estos
métodos pueden aplicar deformaciones locales a comparacion de las transformaciones
globales simples que se aplican en los métodos lineales. El niimero de grados de liber-
tad se puede variar, haciéndose mayor si se quiere una coincidencia casi perfecta. Los
registros no lineales, generalmente se inician con registros lineales para hacer coincidir

en un principio la orientacién general y el tamano en forma global.

1.7.2. Analisis estilo VBM.

Las ventajas de esta metodologia incluyen que es un anélisis totalmente automati-
zado, relativamente simple de aplicar, permite investigar diferencias en todo el cerebro
sin la necesidad de definir o localizar estructuras particulares o patrones de interés.
Sus desventajas para comparar propiedades de difusién de los tractos nerviosos, estan
relacionadas con el problema de correspondencia. [Simon et al., 2005] discuten este
problema en un estudio donde comparan un grupo de pacientes control con un grupo de
pacientes que tienen ventriculos cerebrales de mayor tamano pero poseen basicamente
la misma integridad de sustancia blanca. Debido a la diferencia en el tamano y posicion
de los ventriculos, el corregistro convencional utilizando un nimero pequeno a mediano
de grados de libertad lleva el cuerpo calloso anterior de los pacientes a una posicién mas
anterior respecto a los controles. Al realizar el andlisis estadistico voxel a voxel, este

error de corregistro lleva a observar una diferencia en F'A al frente del cuerpo callos,
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aparentando F'A mayor en los pacientes en relacion a los controles, mientras que en la
parte posterior de la misma estructura, se infiere lo contrario. [Simon et al., 2005] son
cautelosos al interpretar este cambio aparente de la F'A como un cambio en el tamano

de los ventriculos y un problema de corregistro.

Un corregistro no lineal con un mayor nimero de grados de libertad permitiria
mayores deformaciones y posiblemente mejor corregistro. Este escenario fue explorado
por [Park et al., 2003], utilizando una variedad de pardmetros de difusién, evaluando
el resultado cuantitativamente a partir de la similitud de los mapas finales de tracto-
grafia. Se mostré que se obtienen mejores resultados utilizando los seis componentes
de difusion del tensor en vez de usar alguna combinacion de los resultados de la ima-
gen por tensor de difusiéon, incluyendo la F'A, aunque los cambios no resultaron tan
grandes. Esta metodologia fue utilizada para comparar la estructura de la sustancia
blanca en pacientes esquizofrénicos en relacién a sujetos control [Park et al., 2004].
A pesar de que el corregistro parece ser mejor que utilizando otras metodologias, los
autores refieren que persisten algunos errores de corregistro en los bordes de algunas
estructuras de sustancia blanca y por esa razén, no comparan directamente sus datos

entre pacientes y controles utilizando técnicas de VBM.

En general, no parece seguro asumir que el corregistro no lineal puede alinear los
datos de F'A de manera satisfactoria entre sujetos como para interpretar de manera
simple los resultados de un analisis voxel a voxel. Si no se puede asegurar que el corre-
gistro es correcto, entonces se debe asumir que la sensibilidad no es 6ptima. De forma
alternativa se podria pensar que es una ventaja que éstos métodos sean sensibles a di-
ferencias estructurales, sin embargo, no seria sencillo interpretar qué cambios se deben

a cambios morfolégicos y cudles se deben a cambios en las propiedades de difusion.

Si bien existen métodos de corregistro no lineal que pueden hacer una imagen

practicamente idéntica a otra, se corre el riesgo de no respetar la topologia de la ima-
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gen distorsionada, de modo que una estructura de sustancia blanca se seccione en dos
estructuras no existentes en el sujeto estudiado, o de forma similar, mezclar estructuras

en una misma.

1.7.3. Analisis mediante TBSS.

Este método fue desarrollado recientemente con el objetivo de combinar las ventajas
de los anélisis basados en VBM y los enfocados a tractos de sustancia blanca particu-
lares [Smith et al., 2006, 2007]. Pretende solucionar el problema de correspondencia
y de seleccionar un kernel de tamano arbitrario para el suavizado espacial, en tanto
que es totalmente automatizado y permite investigar diferencias en todo el cerebro,
sin requerir especificar tractos especificos. Para ello se estima un esqueleto promedio
de F'A para el grupo de estudio, que representa el centro de los cimulos de fibras que
son comunes entre los sujetos del estudio. Los datos de cada sujeto son proyectados a
este espacio, de modo que cada voxel del esqueleto de cada sujeto contendra el valor
local mas significativo del tracto mas cercano, disminuyendo asi el efecto del error del

corregistro y correspondencia voxel a voxel.

El procedimiento se aplica utilizando las herramientas de FSL [Smith et al., 2004]

y se puede resumir en los siguientes pasos:

1. Alinear los mapas de F'A de todos los sujetos a un espacio comun utilizando
técnicas de corregistro no lineal. En este paso, no se espera ni se requiere un

alineamiento perfecto.

2. Crear el promedio de los mapas de F'A alineados y aplicar un algoritmo de adelga-
zamiento de las estructuras para crear la imagen del esqueleto de sustancia blanca
promedio. Aplicar un valor umbral para descartar areas de alta variabilidad entre

sujetos o F'A bajo. Aplicar un valor entre 0.2 y 0.3 generalmente excluye voxeles
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que corresponden principalmente a sustancia gris o liquido cefalorraquideo en la
mayoria de los sujetos, y también evita que el esqueleto se aproxime a la corteza
y a las regiones donde no es seguro asumir que hay buena correspondencia entre

los tractos de los sujetos.

La Figura 1.4 muestra la variabilidad de los mapas de F'A respecto a la estruc-
tura esqueleto. Se puede observar que el esqueleto se encuentra sobre o cerca de
los tractos de sustancia blanca sin requerir que el corregistro de los mapas sea

perfecto (precisién voxel a voxel).

Figura 1.4: Ejemplo del esqueleto de sustancia blanca comiin al promedio de los mapas de F A de
un grupo de sujetos, al proyectarlo sobre el mapa de F'A de cada sujeto hay ligeras variaciones en

algunas regiones (flecha roja), que se corregirdn al proyectar los datos a la estructura.

3. Proyectar los datos de F'A de cada sujeto al espacio de la estructura esqueleto.
Esto se hace proyectando a cada voxel del espacio esqueleto el valor maximo de

F'A del sujeto encontrado en forma perpendicular a la estructura.
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El objetivo es tomar en cuenta los errores remanentes del corregistro entre su-
jetos. Para cada punto del esqueleto se busca de forma perpendicular el valor
maximo de F'A y éste se asigna al voxel del esqueleto. De esta forma se logra la
correspondencia entre el esqueleto y el mapa de F'A de cada sujeto sin la nece-
sidad de que el corregistro no lineal de los mapas de F'A haya sido perfecto. La
idea de tomar el valor maximo de F'A disminuye el efecto de volumen parcial (es
decir, es mas especifico del tracto que de otras estructuras que pueden contribuir

a la senal).

4. Realizar las pruebas estadisticas voxel a voxel entre los mapas de F'A proyectados

al espacio esqueleto.

1.7.4. Morfometria basada en voxel (VBM) en el estudio de

la sustancia gris.

Morfometria basada en voxel (VBM, por las siglas en inglés de Vozxel Based Morp-
hometry) [Ashburner y Friston, 2000; Good et al., 2001] se ha utilizado en varios
estudios de imagen para buscar diferencias localizadas en la densidad de sustancia gris,
tipicamente entre grupos de sujetos. Utiliza como datos de entrada imégenes de cere-
bro obtenidas con buena resolucién, tamano de voxel pequeno, generalmente cercana a
1 x 1 x 1mm? y con buen contraste entre sustancia blanca y sustancia gris, tipicamente
imdgenes con alto contraste T1 entre sustancia blanca y sustancia gris (propiedades de
relajacion del vector de magnetizacién al estar en un campo magnético, caracteristico

de cada tejido). El procedimiento puede resumirse en:

1. (Opcional) Crear un cerebro modelo comun especifico al estudio mediante el
corregistro de las imagenes estructurales de cada sujeto a un espacio estandar.
Promediar estas imagenes para generar un nuevo mapa que representa a todos
los participantes, opcionalmente se puede suavizar espacialmente (difuminar el

detalle espacial), esta imagen final se conoce como plantilla (template) especifica
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del estudio.

. Corregistrar la imagen estructural de cada sujeto a la plantilla seleccionada (es-
pecifica del estudio o una estandar), se recomienda usar una especifica del estudio
para tomar en cuenta la variabilidad de los sujetos participantes. Normalmente

se inicia con métodos de corregistro lineales y posteriormente métodos no lineales.

. Segmentar las imagenes de cada sujeto en los diferentes tejidos, en particular se
utilizan los mapas de sustancia gris. Las imagenes T1 representan la sustancia
gris con voxeles de menor intensidad respecto a la sustancia blanca y de mayor
intensidad respecto al liquido cefalorraquideo, el objetivo de este paso es crear un
mapa que contenga unicamente voxeles con intensidad que represente sustancia

gris, como se aprecia en la Figura 1.5.
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Figura 1.5: Ejemplo del resultado del proceso de segmentacion, en la tercer fila se muestra el mapa

de sustancia gris obtenido de la imagen T1 estructural de la fila 1.

4. Aplicar un suavizado especial a los mapas de sustancia gris. Esto ayuda a dismi-
nuir el efecto de los pequenos defectos en el corregistro de las imagenes de sujetos
distintos, aumenta la sensibilidad del método y torna la distribucion de los datos
a una distribucion mas gaussiana. Por lo general se aplican filtros con un peso

gaussiano, definido con un FWHM entre 4 y 16mm.
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5. Realizar las pruebas estadisticas voxel a voxel entre los mapas de sustancia gris

proyectados al mismo espacio estandar.

Normalmente se aplica un proceso de optimizacion al método, denominado mo-
dulacién [Good et al., 2001], que compensa los cambios en el volumen representado
debido al proceso de corregistro, que lleva a cabo algunas deformaciones espaciales.
Esta técnica ha sido ampliamente utilizada principalmente para buscar cambios en
sustancia gris en una variedad de enfermedades neurodegenerativas y psiquiatricas, ya
que permite explorar todo el cerebro sin la necesidad de definir regiones en particular
y es relativamente sencillo de aplicar en comparacién con otras técnicas que requieren

el delineado manual de estructuras.
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Capitulo 2

Sujetos y métodos

2.1. Planteamiento del problema.

Se ha mostrado evidencia de que la lesién de vias aferentes a nivel central y periféri-
co produce alteraciones estructurales en nucleos del tallo, tdlamo y corteza cerebral,
tanto en modelos animales como en humanos [Jones y Pons, 1998; Woods et al., 2000;
Graziano y Jones, 2009; Taylor et al., 2009]. De igual forma lesiones de vias eferentes
a nivel central produce cambios estructurales en la via piramidal y la corteza motora
primaria [Crawley et al., 2004; Jurkiewicz et al., 2006; Wrigley et al., 2009]. Sin embar-
go, pocos estudios han observado los cambios estructurales que ocurren a nivel central
debido a la amputacién de un miembro o denervacién periférica [Draganski et al.,
2006; Taylor et al., 2009], encontrando cambios principalmente en ntcleos y relevos de
la via somatosensorial, sin que haya resultados de los cambios ocurridos en los tractos
nerviosos. En este trabajo estudiamos los cambios ocurridos en la sustancia blanca de
pacientes con amputacién unilateral a nivel transfemoral, estudiamos también los cam-
bios observables en la sustancia gris, utilizando técnicas cuantitativas de neuroimagen.
Este abordaje permite hacer estudios in vivo en los pacientes participantes de forma

no invasiva.
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2.2. Objetivos generales.

Buscar en forma cuantitativa diferencias estructurales en cerebro vistas como cam-
bios en las propiedades de difusién de la sustancia blanca y del volumen de sustancia

gris utilizando técnicas de neuroimagen por resonancia magnética.

2.3. Objetivos particulares.

Comparar mapas de fraccién anisotrépica (F'A), coeficiente aparente de difusién
longitudinal (L1) y coeficiente aparente de difusién transversal (Lt) de sustancia blan-
ca de pacientes con amputacién transfemoral unilateral con aquéllos en sujetos sanos

control sin amputacion.

Comparar los mapas de sustancia gris de pacientes con amputaciéon transfemoral

unilateral con aquéllos de sujetos sanos control sin amputacion.

Correlacionar los cambios estructurales encontrados con el tiempo de amputacién.

2.4. Hipotesis.

La fraccién anisotrépica en pacientes amputados serd significativamente menor que
en los sujetos control, principalmente en el tracto corticoespinal hacia la corteza so-
matosensorial primaria medial y descendente de la corteza motora primaria medial

contralateral a la amputacion.
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2.5. Criterios de inclusion.

Grupo Pacientes.
» Sujetos con amputacién transfemoral unilateral a nivel medio.

Amputacién como consecuencia a traumatismo (no diabéticos, no oncoldgicos).

18 a 60 anos de edad cumplidos a la fecha del estudio.

Diestro segun el cuestionario de Edimburgo [Oldfield, 1971].

Que desee participar en el estudio y con capacidad de dar su consentimiento
previamente informado.
Grupo Controles.

= 18 a 60 anos de edad cumplidos a la fecha del estudio, similar a la de algin

participante del grupo de pacientes.
» Diestro segun el cuestionario de Edimburgo [Oldfield, 1971].

= Que desee participar en el estudio y con capacidad de dar su consentimiento

previamente informado.

2.6. Criterios de exclusion.

Grupo Pacientes.
» Enfermedad crénica-degenerativa.

» Evidencia de desorden neuroldgico ni psiquiatrico identificado en entrevista con

médico especialista.

» Impedimento para la realizacién de resonancia magnética de alto campo (3.0
Teslas, implante metalico irremovible, dispositivos electrénicos, claustrofobia, ta-

tuaje de tinta no vegetal o desconocida).
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s Traumatismo craneoencefalico con secuelas clinicas.

= Puntaje mayor a 2 en cualquiera de las dimensiones que evalia la prueba SCL-90

versién computarizada [Gonzédlez-Santos et al., 2007].

Grupo Controles.

Amputacién o denervacién de algiin miembro.
= Enfermedad crénica-degenerativa.

» Evidencia de desorden neuroldgico ni psiquiatrico identificado en entrevista con

médico especialista.

» Impedimento para la realizacién de resonancia magnética de alto campo (3.0
Teslas, implante metalico irremovible, dispositivos electrénicos, claustrofobia, ta-

tuaje de tinta no vegetal o desconocida).
s Traumatismo craneoencefdlico con secuelas clinicas.

= Puntaje mayor a 2 en cualquiera de las dimensiones que evalia la prueba SCL-90

versién computarizada [Gonzédlez-Santos et al., 2007].

2.7. Criterios de eliminacién (ambos grupos).

= Imagen de resonancia con evidencia de lesién cerebral o neoplasia.

s Movimiento durante el estudio.

2.8. Sujetos.

Participaron 11 pacientes referidos del servicio de rehabilitacion de amputados del
Instituto Nacional de Rehabilitacién, que cumplieron los criterios de inclusién y desea-

ron participar en el estudio. De los 11 pacientes, 10 fueron hombres y 1 mujer, la edad
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Paciente | Género Lado de Edad Meses de
amputacion | (anos) | amputacién
P01 Masculino Der 56 506
P02 Masculino Izq 59 102
P03 Masculino Der 43 198
P04 Femenino Izq 45 14
P05 Masculino Izq 20 92
P06 Masculino Izq 44 199
PO7 Masculino Izq 22 17
P08 Masculino Der 40 36
P09 Masculino Der 60 264
P10 Masculino Izq 50 192
P11 Masculino Der 50 240

Cuadro 2.1: Caracteristicas de los pacientes participantes en el estudio.

promedio del grupo fue de 44.45 anos con desviacion estandar de 13.31 anos, en un
intervalo de 20 a 60 anos, con tiempo de amputaciéon promedio de 169.09 meses y
desviacién estandar de 143.23 meses, en un intervalo de 14 a 506 meses. 6 pacientes
sufrieron amputaciéon del miembro izquierdo y 5 del miembro derecho. Las caracteristi-

cas de los participantes se encuentran resumidas en el Cuadro 2.8.

Participaron 14 sujetos control reclutados de la poblacién abierta de la Ciudad de
México. De los 14 controles, 12 fueron hombres y 2 mujeres, la edad promedio del grupo

fue de 41.06 anos con desviacion estandar de 14.96 anos, en un intervalo de 19 a 60 anos.
Todos los sujetos otorgaron su consentimiento por escrito previamente informado.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el comité de ética e investigacion del

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez.
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2.9. Adquisiciéon de Imagen.

La adquisiciéon de imagen se realizd en un equipo de resonancia magnética de 3
Teslas (GE Healthcare, Milwaukee, EE.UU.) instalado en el Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez. La secuencia de tensor de difusién
incluyo la adquisiciéon de 60 imagenes axiales sin espacio entre cortes con secuencias
EPI (echo planar imaging) single-shot, muestreando 32 direcciones independientes de
la difusién con valor b méaximo de 800mm?/s. Voxel isométrico de 2mm por lado. Con
la intencion de aumentar la relacion senal-ruido se repitié la secuencia 2 veces. Se ad-
quiri6 ademas secuencia T1 de alta resolucién y contraste en orientacion sagital, con

resolucién de 1mm por lado (TR, TE : 8ms, 3,7ms).

2.10. Procesamiento de imagenes.

Las imagenes se procesaron usando los algoritmos de las librerias del grupo del la-
boratorio de imagen funcional de la universidad de Oxford, FSL (de sus siglas en inglés
FMRIB’s Software Libraries) [Smith et al., 2004]. Las imagenes de los seis sujetos con
amputacién de miembro izquierdo y seis sujetos control fueron volteadas en la direc-
cién x para intercambiar los hemisferios, de modo que en todos los sujetos coincida el

hemisferio contralateral al miembro amputado (hemisferio izquierdo).

2.10.1. Swustancia Blanca.

Las imagenes de las dos secuencias de imagen por tensor de difusién fueron con-
catenados y corregistradas tomando de referencia el primer volumen de la primer ad-
quisicion para disminuir los efectos del movimiento del paciente y de desplazamiento
geométricos por la codificacion de varias direcciones de difusion. Las secuencias fueron

separadas nuevamente y promediadas voxel a voxel. Se ajustaron los datos al modelo
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del tensor de difusién para obtener los mapas de las intensidades de los vectores prin-
cipales de difusién y el mapa de fracciéon anisotrépica para cada sujeto. Se siguid la
metodologia de TBSS [Smith et al., 2006] para realizar las comparaciones entre grupos
voxel a voxel en todo el cerebro. Se extrajo la imagen del cerebro inicamente (Smith,
2002) de los mapas de F'A para todos los sujetos. Estos mapas de F'A segmentados son
corregistrados a la imagen FMRIB58_F A en el espacio estandar del Instituto Neu-
rologico de Montreal utilizando transformaciones no lineales mediante la herramienta
FNIRT parte de FSL  [Rueckert et al., 1999; Smith et al., 2004]. Con los mapas de
F'A en el mismo espacio se crea la imagen promedio y se adelgaza a modo de dejar el
esqueleto de sustancia blanca, se iguala a cero la intensidad de los voxeles que tienen
valor menor o igual a 0.2 para descartar areas de alta variabilidad entre sujetos o F'A
bajo. Los valores de F'A de cada sujeto se proyectan al espacio del esqueleto, de mo-
do que los datos estan en un mismo espacio y coincidan las estructuras de sustancia
blanca. Para comparar los mapas de L1 y Lt, se aplican las mismas transformaciones
espaciales encontradas para los mapas de F'A, de modo que coinciden a los mapas de

F'A pero con los valores que representan L1 y Lt.

Los valores de F'A, L1 y Lt en el espacio del esqueleto de sustancia blanca se com-
paran voxel a voxel entre grupos utilizando una prueba ¢ mediante el modelo lineal
general, los resultados fueron corregidos para comparaciones miltiples usando méto-
dos de permutaciones aleatorias [Nichols y Holmes, 2002; Hayasaka y Nichols, 2004].
Los tnicos voxeles que se consideraron con diferencias significativas entre grupos fueron

aquéllos con p < 0,05, corregida.

2.10.2. Swustancia Gris.

El andlisis de las variaciones estructurales en sustancia gris fue realizado mediante

la metodologia de morfometria basada en voxel o VBM [Ashburner y Friston, 2000;
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Good et al., 2001] implementada en FSL [Smith et al., 2004]. Primero se eliminan los
voxeles que no son parte del tejido cerebral usando el algoritmo BET (por sus siglas
en inglés Brain Extraction Tool, [Smith et al., 2004]). Posteriormente se segmentan los
tipos de tejidos muestreados, sustancia gris, sustancia blanca y liquido cefaloraquideo
[Zhang et al., 2001]. Los mapas correspondientes a sustancia gris se corregistraron a la
imagen MNI152 en el espacio estandar del Instituto Neurolégico de Montreal usando
transformaciones lineales y no lineales [Rueckert et al., 1999; Jenkinson y Smith, 2001;
Jenkinson et al., 2002]. Se obtuvo el promedio de estos mapas en el espacio estandar
para generar un mapa de referencia especifico para este estudio. Los mapas de sustancia
gris fueron corregistrados a este mapa de referencia y las modificaciones al volumen de
sustancia gris debido a las deformaciones locales fueron corregidas mediante el proce-
so de modulacion que considera los vectores que expresan la expansion o contraccion
del mapa original [Good et al., 2001]. Se aplica un suavizado espacial con un nicleo

gaussiano isotrépico con sigma de 2mm(FW HM ~ 4, 7mm).

Los mapas de sustancia gris se comparan voxel a voxel entre ambos grupos utili-
zando una prueba t mediante el modelo lineal general, los resultados fueron corregidos
para comparaciones multiples usando métodos de permutaciones aleatorias [Nichols y
Holmes, 2002; Hayasaka y Nichols, 2004]. Los tinicos voxeles que se consideraron con

diferencias significativas entre grupos fueron aquéllos con p < 0,05, corregida.

2.11. Validacién de la Metodologia Propuesta.

Se realiz6 la exploracion con la misma metodologia en un grupo de pacientes con
Ataxia Espinocerebelar tipo 7, ya que es una enfermedad neurodegenerativa con repor-

tes detallados de los cambios en la estructura cerebral mediante estudios post-mortem.
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2.11.1. Ataxia Espinocerebelar Tipo 7.

La ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7, por las siglas en inglés de spinocerebellar
ataxia type 7) es un desorden neurodegenerativo progresivo que se caractariza por ata-
xia cerebelar y pérdida de la vista, siendo el tinico tipo de ataxia espinocerebelar que
presenta ceguera irreversible [Michalik et al., 2004; Miller et al., 2009; Paulson, 2009].
Esta causada por una repeticién excesiva (> 35) del trinucleétido CAG en el gen que
codfica la proteina ataxin 7 (Garden y La Spada, 2008). Existe una correlacién en-
tre la cantidad de repeticiones y la edad en la que los pacientes presentan el fenotipo
[Johansson et al., 1998; David et al., 1998; Garden y Spada, 2008]. La pérdida de la
vista se debe a una atrofia progresiva de las células fotoreceptoras, tanto conos como

bastones, lo que resulta en degeneraciéon macular en etapas avanzadas.

La mayor parte de informacién acerca de la neurodegeneracion en la SCA7 provien-
de de estudios neuropatoldgicos post-mortem. La region mas afectada es el cerebelo y
el complejo olivar inferior, incluyendo la corteza cerebelar y los tractos espinocerebe-
lar y olivocerebelar [Enevoldson et al., 1994; Gouw et al., 1994; Martin et al., 1994].
También se ha observado degeneracion en nicleos subtalamicos, el globo palido y la
sustancia nigra, asi como las columnas dorsales [Enevoldson et al., 1994; Martin et al.,
1994]. Los estudios de neuroimagen, principalmente estudios convencionales de reso-
nancia magnética, han revelado una importante atrofia en el cerebelo y puente del tallo

[Bang et al., 2003; D’ohlinger et al., 2008].

Los avances recientes en neuroimagen, en particular en la imagen por resonancia
magnética, permite no solo la adquisicion de imagenes con resuluciéon milimétrica, sino
que también premiten muestrear la microestructura del tejido a través de las propie-
dades de difusion del agua en el mismo. La técnica de morfometria basada en voxel
(VBM, por las siglas en inglés de vozel based morphometry) es una herramienta de

analisis voxel por voxel sensible a las diferencias morfologicas de la sustancia gris y por
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tanto, a los cambios en la densidad y volumen cortical debido a procesos neurodegene-
rativos [Ashburner y Friston, 2000; Good et al., 2001]. A su vez, estudiando la imagen
por tensor de difusion, en particular la F'A, que podrian reflejar un decremento en la
coherencia axonal, degeneracion de la mielina o axén, disminucion del didmetro axonal
o generacion de células gliales, que en todos casos disminuyen el orden de las barreras a
la difusién [Beaulieu, 2002]. La técnica de estadistica espacial basada en tracto (TBSS,
por las siglas en inglés de tract-based spatial statistics) es una herramienta de andlisis
voxel por voxel que disminuye los efectos de mal corregistro y facilita la interpretacion

de los resultados al comparar imdgenes de DTI entre grupos [Smith et al., 2006].

Se aplicaron estas técnicas utilizando la metodologia descritas en el capitulo 7?7 sin
necesidad de modificar la orientacion de los hemisferios en este caso para comparar los
mapas de F'A y sustancia gris entre pacientes SCA 7 y los sujetos control. Se reportan
los resultados, que confirman los hallazgos previos en cerebelo y puente, y que muestran

ademas, alteraciones en regiones no reportadas previamente.

2.11.2. Sujetos.

Participaron nueve pacientes con diagnéstico molecular de SCA7, 7 mujeres, edad
promedio 41,11 4 16,18 afios, en un intervalo de 18 a 69 anos. El niimero promedio de
repeticiones fue 47,11 + 4,08, en un intervalo de 41 a 53. Participaron nueve sujetos
voluntarios, 7 mujeres, con edad promedio 41,22 + 15,59 anos en un intervalo de 19
a 65 anos, como grupo control, sin evidencia de trastorno psiquiatrico ni neurolégico,

evaluados por médico especialista.
La edad, sexo, anos desde el inicio de la enfermedad hasta el estudio de imagen,

el nimero de repeticiones de CAG, agudeza visual, resultados del Minimental State

Examination y el University of Pennsylvania Smell Identification Test, sintomas cere-
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Paciente | Edad | Género | Anos desde | r-CAG | Agudeza | Minimental | UPSIT
inicio de Visual State
sintomas Examination
PO1 18 | Femenino 15 47 20/200 26 24
P02 18 | Masculino 4 41 20/100 24 20
P03 39 | Femenino 23 44 20/400 28 34
P04 40 | Masculino 21 50 20/200 26 34
P05 42 | Femenino 17 47 20/200 26 35
P06 43 | Femenino 21 50 20/100 27 29
P07 44 | Femenino 6 53 20/100 29 35
P08 58 | Femenino 10 42 20/200 30 36
P09 68 | Femenino 1 50 20/50 24 31

Cuadro 2.2: Caracteristicas clinicas de los pacientes con SCA 7. Abreviaciones, r-CAG: repeticiones

CAG, UPSIT: University of Pitsburg Smell Identification Test.

belares y pontinos de cada paciente, se encuentran resumidos en el Cuadro 2.11.2.

2.11.3. Resultados.

Las regiones que mostraron menor volumen de sustancia gris de forma significati-
va se resumen en las Figuras 2.1 y 2.2. Estas regiones incluyen, la corteza cerebelar
bilateral, los giros pre y post centrales, los giros frontales inferior y medial, el parahi-
pocampo, la cunea y precunea, en ambos hemisferios; en hemisferio derecho, la insula,
giro fruntal superior y 1ébulo parietal inferior; el claustro en hemisferio izquierdo. No
se encontraron regiones donde el volumen de sustancia gris fuera mayor en pacientes

que en controles.

Los pacientes mostraron valores de F'A menores que los controles en varias regio-

nes, entre ellas cerebelo, tallo cerebral, pedinculos cerebrales y cerebelares, mesecéfalo,
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capsula interna anterior y posterior, capsula externa, cuerpo calloso, radiaciones 6pti-
cas, sustancia blanca en lébulos parietal y frontal préximas al surco central, otras
regiones en lébulo frontal y temporal (Figura 2.2). No se encontraron regiones donde

el grupo de pacientes tuviera F'A mayor que el grupo control.

La Figura 2.2 ilustra la estrecha relacién entre los cambios encontrados en sustan-
cia gris y sustancia blanca, de forma particular en cerebelo, lI6bulo occipital y corona
radiada préxima al surco central. El andlisis revel6 una correlacion significativa entre
el nimero de anos desde la deteccién de sintomas y el decremento de F'A, principal-
mente en el cuerpo calloso, las radioaciones opticas y el tracto corticoespinal en ambos

hemisferios (Figura 2.2). No se encontraron otras correlaciones significativas.
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Figura 2.1: Regiones que muestran disminucién de volumen de sustancia gris (rojo-amarillo) en los

pacientes SCA 7 (p < 0,05, corregida).
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Figura 2.2: Regiones con disminucién de volumen de sustancia gris (rojo-amarillo) y disminucién de
F A (azul-verde) en pacientes con SCA 7 (p < 0,05, corregida). Vista radiolégica, lado derecho de la

imagen representa hemisferio izquierdo.
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2.11.4. Discusion.

En lo que respecta al estudio de la sustancia gris, los resultados mostraron cambios
significativos en cerebelo, similares a los reportados en estudios neuropatoldgicos post-
mortem, y estudios previos de imagen convensional [Enevoldson et al., 1994; D’,ohlinger
et al., 2008]. El analisis también permiti6 detectar regiones con menor volumen que no
habian sido reportadas como la corteza entorrinal, la corteza del giro precentral, del

16bulo occipital, del surco frontal superior, del 16bulo parietal y del claustro.

Los estudios previos de sustancia blanca muestran resultados variables referentes a
la pérdida de fibras mielinizadas en cerebelo, cuerpo calloso, nervio oculo motor, lem-
nisco lateral, tracto trigeminal mesencefélico, nervio abducens, fibras pontocerebelares,
tracto piramidal, fibras olivocerebelares, fasciculo cuneiforme, tractos espinocerebela-
res, entre otros [J’/obsis et al., 1997; Holmberg et al., 1998; Masciullo et al., 2007; Riib
et al., 2008]. Los resultados del andlisis aqui presentado muestran un decremento en
la F'A en el tallo cerebral y mesencéfalo, pero también en regiones que no habian sido
reportadas, incluyendo la capsula interna anterior, radiaciones Opticas, y regiones de

sustancia blanca en 16bulo occipital, temporal y frontal.

El hallazgo del decremento de la F'A en las radiaciones Opticas en conjunto con
la disminucion de volumen de sustancia gris en el l6bulo occipital es consistente con
un estudio neuropatolégico post-mortem realizado recientemente en tejido cerebral de
un paciente de SCA7 con impedimentos visuales que encontré extensa degeneracion
del cerebelo y otras regiones de la base del cerebro (Rb y cols, 2008), en particular,
encontré degeneracion de los cuerpos geniculares laterales, hallazgo que no fue repor-
tado en un estudio similar en el caso de un paciente que no presentaba impedimentos
visuales [Riib et al., 2005]. Estos resultados y los presentados aqui parecen sugerir que
los cambios en los cuerpos geniculados laterales, las radiaciones Opticas y la corteza

occipital pueden ser resultado de una degeneracion transneuronal que se manifiestan
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conforme progresa la enfermedad.

Utilizando el anticuerpo 1C2 dirigido a la expansion poliglutamética caracteristica
en la SCA7, [Holmberg et al., 1998] encontraron inclusiones intranucleares en neuro-
nas en la corteza motora y visual, insula y el l6bulo temporal medial, lo que sugiere
que la degeneracion encontrada en estas regiones puede ser debido a un efecto direc-
to de la enfermedad, ya que estudios similares en modelos de Huntington en ratones
transgénicos han mostrado que las inclusiones nucleares pueden ocurrir previas a la
degeneracién neuronal [Davies et al., 1997]. Es interesante notar que la disminucién
de la F'A en radiaciones épticas, tracto corticoespinal y cuerpo callos correlaciona con
los anos desde el inicio de los sintomas, sugiriendo que la evolucién de los sintomas,

principalmente visuales y piramidales, se debe a la degradacion de los tractos nerviosos.

2.11.5. Conclusion.

Se presenté evidencia obtenida in vivo de cambios estructurales en sustancia gris y
blanca en cerebro y cerebelo de pacientes con SCA7, cambios que van mas alld de la
reduccién de volumen cerebelar y del puente [Alcauter et al., 2011]. Estos hallazgos
pueden contribuir al mejor entendimiento de la sintomatologia y transcurso de esta

enfermedad que tanto afecta a los pacientes que la sufren.

Mas allé de la importancia de los nuevos resultados respecto a la enfermedad SCA7,
este trabajo demostrd que los métodos utilizados no solo son sensibles a los mayores
cambios neurodegenerativos conocidos en esta enfermedad y visibles en imagen con-
vencional, sino que tiene sensibilidad suficiente para encontrar cambios no reportados
anteriormente, en parte por la factibilidad de estudiar varios pacientes de forma no
invasiva pero también debido a que las técnicas aqui utilizadas son sensibles a los cam-

bios microestructurales que pueden estar ocurriendo en el tejido afectado y no visibles
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en la imagen radiolégica convencional.
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Capitulo 3

Resultados

Se muestran a continuacion los resultados de comparar imagenes de fracciéon an-
isotrépica, coeficiente aparente de difusion longitudinal y transversal a la direccion de
mayor difusién, entre el grupo de pacientes y grupo control. Las imagenes muestran
aquellas regiones donde los valores del grupo de pacientes fueron menores (p < 0,05,

corregida) respecto al grupo control.

La edad de los participantes no mostré diferencias significativas al compararse entre

grupos mediante una prueba t de dos colas para grupos no pareados (p = 0,58).

La Figura 3.1 muestra el esqueleto de sustancia blanca para el andlisis entre los
grupos pacientes y control. El andlisis se realiza sobre los voxeles de esta estructura
que tiene la misma distribucién espacial en todos los sujetos pero contiene los datos de

cada sujeto.
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Figura 3.1: Skeleton (verde) representativo de los participantes del estudio, controles y pacientes,

proyectado sobre el atlas TIMNI152 del Instituto Neurolégico de Montreal.

3.1. Propiedades de difusidn.

Se encontré disminucién de la fraccién de anisotropia en la sustancia blanca de va-
rias regiones, siendo predominante en el hemisferio contralateral al miembro amputado
(Figuras 3.2 a 3.5). Entre las regiones con disminuciéon de F'A en los pacientes se en-
cuentra la sustancia blanca préxima a las cortezas somatosensorial y motora primarias
mediales en ambos hemisferios, que corresponden a la representaciéon de los miembros
inferiores de acuerdo al homunculo de Penfield [Penfield y Boldrey, 1937; Pasaye et al.,
2010}, corona radiada bilateral y cuerpo calloso del 16bulo parietal y parte posterior del
l6bulo frontal, capsula externa y brazo posterior de la capsula interna del hemisferio
contralateral, pedinculos cerebrales, sustancia blanca cerebelar y del tallo cerebral in-

cluyendo pedinculos cerebelares, sustancia blanca de los l6bulos occipitales y del polo
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temporal contralateral. No se encontraron regiones con aumento de la ['A en pacientes

respecto a los controles.
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Figura 3.2: Proyecciones axiales que muestran las regiones de la sustancia blanca con disminucién
de la fraccién anisotrépica (rojo-amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados. El hemisferio

mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miembro amputado.
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Figura 3.3: Proyecciones coronales que muestran las regiones de la sustancia blanca con disminucién
de la fraccién anisotrépica (rojo-amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados. El hemisferio

mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miembro amputado.
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La Figura 3.4 muestra la relacion de las regiones que mostraron diferencias signifi-
cativas con el tracto corticoespinal definido por el atlas histolégico de Juelich [Eickhoff
et al., 2007], y el atlas de tractografia de la Universidad John Hopkins [Mori et al.,
2008].

Figura 3.4: Regiones de la sustancia blanca con disminucién de la fraccién anisotrépica (rojo-
amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados. Se muestra en azul el tracto corticoespinal
del atlas probabilistico de Julich, la escala representa el valor probabilistico del atlas. El hemisferio
mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miembro amputado.
Las coordenadas representan el nivel del corte en el atlas TIMNI152 del Instituto Neurolégico de

Montreal.

61



Figura 3.5: Regiones de la sustancia blanca con disminucién de la fraccién anisotrépica (rojo-
amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados. Se muestra en azul el tracto corticoespinal
del atlas probabilistico de Tractografia de la Universidad John Hopkins, la escala representa el valor
probabilistico del atlas. El hemisferio mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisfe-
rio contralateral al miembro amputado. Las coordenadas representan el nivel del corte en el atlas

T1MNI152 del Instituto Neurologico de Montreal.

Los mapas de L1, el coeficiente aparente de difusion a lo largo de la direccion prin-
cipal de difusion, cuya disminucion estd relacionada con la afectacion de la integridad
axonal, mostraron diferencias en la corona radiada del hemisferio ipsilateral al lado de
amputacion (Figura 3.5). No se encontraron regiones con aumento de L1 en el grupo

de pacientes en comparacién con el grupo control.
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Figura 3.6: Regiones de la sustancia blanca con disminucién del coeficiente aparente de difusién a lo
largo de la direccién principal de difusién (rojo-amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados.
El hemisferio mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miem-
bro amputado. Las coordenadas representan el nivel del corte en el atlas TIMNI152 del Instituto

Neurolégico de Montreal.

Los mapas de Lt, el coeficiente aparente de difusion en la direccién transversal a
la direccién principal de difusién, cuyo aumento se relaciona con deterioro de la inte-
gridad de la mielina, mostraron aumento en el grupo pacientes en la mayoria de las
regiones en que la F'A mostré disminucion, excepto la corona radiada en el hemisferio
ipsilateral (Figura 3.7). También se encontré un aumento significativo de Lt en cuerpo
calloso del 16bulo prefrontal, y en la sustancia blanca préxima al cingulo anterior (Fi-
gura 3.7), regiones que no mostraron disminucién significativa de la F'A (Figura 3.2).

No se encontraron regiones con disminuciéon de Lt en el grupo de pacientes.
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Figura 3.7: Proyecciones axiales que muestran las regiones de la sustancia blanca con aumento del
coeficiente de difusién transversal, Lt (rojo-amarillo, p < 0,05, corregida) en pacientes amputados.
El hemisferio mostrado a la derecha en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miembro

amputado.
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3.2. Sustancia Gris.

El analisis de volumen de sustancia gris mediante VBM no mostroé diferencias entre
los grupos con p < 0,05, corregida. El mapa de resultados de VBM con p < 0,001, sin
corregir, mostré regiones con una posible disminucién del volumen de sustancia gris
en los pacientes respecto al grupo control, entre ellas el giro precentral y postcentral
contralaterales, l6bulo occipital y prefrontal bilaterales y corteza del cerebelo ipsilateral
(Figuras 3.8 y 3.9). No se encontraron regiones con mayor volumen de sustancia gris
en el grupo de pacientes comparado con el grupo control. La Figura 3.9 muestra la

relacion entre los cambios en sustancia gris y sustancia blanca.
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Figura 3.8: Regiones de sustancia gris con disminucién de sustancia gris (rojo-amarillo, p < 0,001,
sin corregir) en pacientes amputados. El hemisferio mostrado a la derecha en la imagen corresponde
al hemisferio contralateral al miembro amputado. Las coordenadas representan el nivel del corte en el

atlas TIMNI152 del Instituto Neurolégico de Montreal.

3.3. Correlaciones.

No hubo resultados significativos (p < 0,05, corregida) para los andlisis de correla-
cién entre el numero de meses desde la amputacion hasta el estudio de imagen y los
parametros de difusién (F'A, L1, Lt) y el volumen de sustancia gris, utilizando la edad

de los pacientes como variable confusoria (Cuadro 2.8).

66



Figura 3.9: Proyecciones axiales que muestran las regiones de la sustancia blanca con disminucién
de la fraccién anisotrépica (azul, p < 0,05, corregida) y disminucién de volumen de sustancia gris
(rojo-amarillo, p < 0,001, sin corregir) en pacientes amputados. El hemisferio mostrado a la derecha

en la imagen corresponde al hemisferio contralateral al miembro amputado.
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Capitulo 4

Discusion y conclusiones.

Los resultados muestran una disminucién significativa de la fracciéon de anisotropia
en varias regiones de la sustancia blanca de los pacientes amputados. La mayoria de
esas regiones estdn asociadas con el tracto corticoespinal (fFguras 3.4 y 3.5), otras
regiones incluyen la sustancia blanca del 16bulo parietal posterior, el cerebelo y tallo
cerebral, pero también hay otras regiones que no estan involucradas directamente con
las vias somatosensoriales y motoras primarias, como la sustancia blanca del 16bulo
temporal y del 16bulo occipital (Figura 3.2). Los cambios en sustancia gris no sobrevi-
vieron el escrutinio de la correccion por multiples comparaciones y deben considerarse
como una posible tendencia, sin embargo, es interesante que incluye regiones del giro
prefrontal contralateral a la amputacién y la regién anterior del cerebelo ipsilateral a

la amputacion.

Los cambios de la F'A en el tracto corticoespinal son acordes con nuestra hipdtesis:
La fraccion anisotropica en pacientes amputados serd significativamente menor que en
los sujetos control, principalmente en el tracto corticoespinal hacia la corteza somato-
sensorial primaria medial y descendente de la corteza motora primaria medial. Esta
hipétesis fue planteada en base a los estudios previos que han encontrado cambios es-
tructurales en nicleos que forman parte de las vias somatosensoriales primarias hacia

S1 tras la amputacién o deaferentacién de un miembro en monos y gatos [Jones y Pons,
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1998; Woods et al., 2000; Avendano y Dykes, 1996] usando técnicas inmunohistoquimi-
cas. [Jonesy Pons, 1998] encontraron atrofia transneuronal en el niicleo cuneiforme del
tallo cerebral y en el niicleo ventral posterolateral del tdlamo en 8 macacos que sufrieron
deaferentacién de un miembro superior por mas de 12 anos. En los que se encontré in-
filtracion de células gliales y disminucién del volumen de las células neuronales de 12 a
45 %, pero se encontré una sobrevivencia neuronal del 85 al 95% [Woods et al., 2000].
En base a nuestros resultados y las referencias aqui mencionadas podemos suponer que
la disminucién de la F'A en las vias ascendentes hacia la corteza somatosensorial prima-

ria y hacia el cerebelo, son el resultado de una degeneracion transneuronal anterégrada.

Es interesante que en el tinico estudio reportado en pacientes amputados n vivo
[Draganski et al., 2006], no se encontraron resultados concluyentes en la corteza soma-
tosensorial primaria, probablemente debido a la seleccion de sus pacientes, que incluia
amputaciones de miembros superiores y/o inferiores. Aunque nuestro caso se basa en
el analisis de propuedades de difusién en la sustancia blanca, la seleccién de pacientes
amputados de miembro inferior inicamente pudo haber facilitado la deteccion en los

cambios de F'A proximos a las cortezas somatosensorial y motoras primarias.

Aunque los estudios en monos amputados se han enfocado principalmente en los
cambios ocurridos en las vias aferentes, existen reportes de pacientes y monos que han
sufrido lesiones medulares controladas o por accidente, que han mostrado cambios en
la corteza motora primaria y vias descendentes. [Wannier et al., 2005] encontraron que
posterior a la disrupcién del tracto corticoespinal de forma unilateral en dos monos ma-
cacos, no hubo cambios significativos en el niimero de células piramidales en M1, pero
reportaron que los somas sobrevivientes en M1 se encogieron significativamente. Sin
embargo, [Pernet y Hepp-Reymond, 1975] mostraron que posterior al seccionamiento
unilateral de la via piramidal en 3 macacos adultos, se perdieron aproximadamente
el 70 % de las células piramidales en la corteza motora contralateral. De modo que la

degeneracion retrograda de las vias motoras descendente se ha observado como una
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disminucién del volumen de los somas en M1 [Wannier et al., 2005] y en algunos casos
como una disminucién significativa en el ntimero de cuerpos neuronales en M1 [Levin
y Beadford, 1938; Tower, 1940; Lassek, 1942; Pernet y Hepp-Reymond, 1975; Hains
et al., 2003; Kim et al., 2006]. Sin embargo, no se han reportado cambios similares en

pacientes con amputacion.

Los cambios en las vias descendentes en los pacientes amputados podrian ser el
resultado de una degeneracion transneuronal anterégrada por recibir la mayoria de sus
aferencias desde la corteza somatosensorial primaria, o bien, una degeneracion trans-
neuronal retrégrada debido a la lesién de las vias motoras periféricas. Posterior a la
amputacién de un miembro o lesiones medulares completas, se ha observado una re-
organizacién funcional en los sistemas somatosensoriales y la corteza motora primaria
en humanos y primates [Merzenich et al., 1983; Kaas et al., 1997; Jain, 2002; Pasaye
et al., 2010; Tandon et al., 2009]. Sin embargo, pocos estudios han buscado la reorga-
nizacion de la corteza motora primaria como consecuencia de lesiones medulares de las
vias ascendentes [Asanuma y Arissian, 1984; Favorov et al., 1988; Kambi et al., 2011},
sin que ésta se haya demostrado en ninguno de ellos a pesar de ser evidente la reorgani-
zacién en la corteza somatosensorial primaria [Kambi et al., 2011]. De modo que en la
ausencia de lesiones a las vias motoras directamente, no se observa una reorganizacion
cortical en M1, por lo que los cambios estructurales en M1 y sus fibras podrian deberse
a una degeneracién transneuronal retrograda mas que anterégrada de S1 a M1. O bien
una combinacién de ambas, pues la lesién a las vias sensitivas aunque no modifica la
organizacién topografica, si aumenta los umbrales de activacion de la corteza motora

primaria de las regiones deaferentadas [Favorov et al., 1988; Kambi et al., 2011].

Los resultados en los mapas de L1 y Lt, muestran que la disminucion de la F'A
en los pacientes se debe principalmente a un aumento en el coeficiente aparente de
difusion transversal a las fibras, lo cual se ha asociado con degeneracién de las capas

de mielina [Beaulieu, 2009]. Incluso se encontraron regiones con aumento de Lt que
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no mostraron cambios significativos de F'A, como en la sustancia blanca proxima al
cingulo anterior y en la rodilla del cuerpo calloso. En la sustancia blanca de la corona
radiada ipsilateral a la amputacién, el cambio principal de la F'A se puede asociar con
una disminucién del coeficiente aparente de difusion longitudinal al trayecto de las fi-
bras, L1, que se asocia con una disminucién en la integridad del axén mismo [Beaulieu,
2009]. [Concha et al., 2006], estudiaron las propiedades de difusién en el cuerpo calloso
en pacientes con epilepsia que no responden a tratamiento y les realizaron callosotomia
en un intento por disminuir sus crisis. Las mediciones de F'A a la primer semana y a los
dos meses fueron similares en el decremento mostrado, pero la medicin ms temprana
fue resultado de una disminucin de la difusin paralela (L.1), mientras que, el aumento
de la difusin transversal (Lt) fue la responsable del decremento de F'A en la medicién
mas tardia. Considerando estos resultados podemos suponer que los cambios en la co-
rona radiada ipsilateral a la amputacion, donde el decremento de L1 es el principal
responsable de la disminucién de la F'A, son mas recientes que aquéllos en el resto de
las regiones donde Lt sufrié los cambios mas significativos. Estos resultados sugieren
que los cambios en la corona radiada del hemisferio ipsilateral podrian ser efecto de la
degeneracion transneuronal iniciada en el hemisferio contralateral a la amputacion. Sin
embargo, no se encontraron correlaciones significativas entre los cambios en FF'A, L1y

Lt, con el tiempo de amputacion.

[Taylor et al., 2009] estudiaron los cambios estructurales en cerebro en pacientes
con denervacion y posterior reparacién del nervio mediano que incluye vias aferentes
y eferentes hacia el miembro superior. Utilizaron técnicas similares a las del presente
estudio, encontraron reduccion de sustancia gris en varias regiones cerebrales, inclu-
yendo las cortezas somatosensoriales primaria y secundarias. Sin embargo, no reportan
cambios en la fraccion anisotropica en las vias hacia la corteza S1, inicamente en la
sustancia blanca proxima a la insula derecha, similares a los cambios reportados en
este estudio en la capsula externa. Se cree que la insula juega un papel importante

en la integracion de informacién multimodal importante para las funciones sensitivo-
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motoras, emocionales y cognitivas [Critchley, 2004; Craig, 2007]. Algunos estudios han
reportado activacién de la insula en respuesta a la estimulacién téctil [Gelnar et al.,
1998; Downar et al., 2002] y estudios con trazadores anatémicos han demostrado en
primates que la insula estd reciprocamente conectada con los lobulos frontal, parietal
y el 16bulo temporal [Augustine, 1996], una regién en la que encontramos disminucién
de la F'A. Los cambios en las propiedades de difusion en sustancia blanca del 16bulo
occipital podrian estar relacionados con una afectacién a las capas de mielina de las
mismas. Podria estar relacionada con las vias de integracién de la informacién visual

con la informacién somatosensorial y motora [Helbig et al., 2011].

Es interesante mencionar que los cambios estructurales en sustancia gris en esta
muestra de pacientes amputados (Figura 3.7) no sobrevivié la correccién por compa-
raciones multiples, lo que nos muestra que los cambios en sustancia gris son menos
evidentes que aquéllos ocurridos en sustancia blanca. Esto se puede deber a que el
nimero de pacientes es pequeno para detectar los cambios encontrados por [Dragans-
ki et al., 2006], o que los cambios en la disminucién de volumen en sustancia gris como
resultado de la disminucion del soma de las neuronas afectadas se encuentre compen-
sado con el aumento de dendritas nuevas de las regiones adyacentes o con la formacion

de nuevo tejido glial [Jones y Pons, 1998; Woods et al., 2000].

En un estudio reciente, [Graziano y Jones, 2009], estudiaron 10 macacos con dea-
ferentacion controlada del nticelo cuneiforme, encontraron que la atrofia transneuronal
afecta la morfologia de los axones lemniscales y de los nucleos tdlamocorticales mu-
cho antes de que ocurra el encogimiento de sus somas deaferentados en los ntucleos de
la columna dorsal o el talamo. Este encogimiento, con alguna pérdida de neuronas,
ha sido observado en condiciones similares, posterior a los 10 anos de que ocurra la
deaferentacion [Woods et al., 2000]. El hecho de que no encontremos resultados signi-
ficativos en la disminucién del volumen de sustancia gris en nuestros pacientes podria

explicarse por la variabilidad del tiempo de amputaciéon en los pacientes participantes,
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ya que sélo seis de ellos tienen tiempos de amputacién mayores a los 10 anos, y mas
aun, los cambios observados por lesiones en las columnas dorsales podrian ocurrir a
mayor velocidad que aquéllos debidos a la amputacion del miembro inferior, haciendo

menos evidentes estos ultimos en nuestro estudio.

4.1. Conclusiones.

El estudio de las propiedades de difusion del agua en el tejido cerebral mediante
la imagen por tensor de difusién es sensible a los cambios que ocurren a nivel central

posterior a la amputacién a nivel transfemoral de un miembro pélvico.

Los cambios en las propiedades de difusion de las vias aferentes parecen ocurrir
por la degeneraciéon transneuronal anterograda, expresada como una disminucién de la

integridad de la mielinizacion.

Los cambios en las propiedades de difusién de la via somatomotora parecen ocurrir
por la degeneracion transneuronal retrograda, expresada como una disminucion de la

integridad de la mielinizacion.
Los cambios en sustancia gris no son concluyentes, pero muestran una tendencia de

disminucion del volumen de sustancia gris en el lI6bulo anterior del cerebelo ipsilateral

a la amputacion y en el giro precentral contralateral a la amputacion.
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