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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por
movimientos reducidos, temblor en estado de reposo, rigidez muscular e inestabilidad
postural. Mediante biomarcadores de imagenes cerebrales y tejidos periféricos es posible
favorecer su diagnostico temprano y adecuado seguimiento. Desde una perspectiva clasica,
sus sintomas motores se originan a partir de un déficit de dopamina en la via nigroestriatal,
relacionado con un proceso degenerativo (muerte y atrofia neuronal) de las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia nigra, que se asocia con la presencia de cuerpos de Lewy
en dicha estructura, en etapas tardias del padecimiento. Los cuerpos de Lewy son
acumulos que contienen varias proteinas, especialmente acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina; éstas también se han identificado en la EP en tejidos periféricos como la piel.
Asimismo, hay estudios de neuroimagen que muestran anormalidades en parametros de
difusion en estructuras de sustancia gris (SG) y sustancia blanca (SB) en la EP. Aunque las
imagenes de difusién no son de utilidad para identificar caracteristicas moleculares (p.e., la
concentracién de dopamina), si permiten resolver las caracteristicas microestructurales de
los tractos de SB, revelando degeneracidon axonal secundaria a la pérdida neuronal. Pocos
estudios han intentado reconstruir las fibras nigroestriatales, sin embargo, el estudio de este
fasciculo es importante para entender la patogénesis del padecimiento. Este trabajo tuvo
como objetivo caracterizar estructuras de SG y SB, incluyendo las fibras nigroestriatales,
para buscar biomarcadores de imagenes cerebrales en la EP y su relacion con
acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en la piel. Se reclutaron 22 pacientes, 14 con
EP y 8 controles. Se obtuvo una biopsia de piel de todos los participantes para cuantificar
el porcentaje celular de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina. Las imagenes se
adquirieron en un resonador de 3 Teslas. Se analizaron las imagenes T1 (TR/TE=8.16/3.73
ms, tamario de voxel=1 mm?3) y las imagenes T2-FLAIR (TR/TE/TI=4800/273.52/1650 ms,
tamafio de voxel=1 mm?3) para segmentar las estructuras cerebrales. Las imagenes de
difusion consistieron en 96 volumenes b=2000, 32 b=1000 y 4 b=0 s/mm? (TR/TE=11816/70
ms, tamafo de voxel=2x2x2 mm?®). Las imagenes de difusién se analizaron mediante el
tensor de difusion (DT) para obtener la fraccion de anisotropia (FA) y la difusibn media
(ADC); y a través del modelo de deconvolucion esférica restringida (CSD) para derivar la
tractografia probabilistica. Se obtuvo la media de FA y ADC de todas las estructuras
cerebrales segmentadas y los tractos reconstruidos. Los datos muestran que es posible
reconstruir la conectividad anatdomica de la via nigroestriatal mediante el modelo CSD.
También confirman que el porcentaje de alfa-sinucleina en piel es mayor en la EP y que
existen diferencias entre grupos en parametros de difusion de estructuras de SG y SB. Se
encontré una relacién de las anormalidades en parametros de difusién de estructuras de
SG y SB con el progreso de la EP y el porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina en piel, respectivamente. Tales hallazgos revelan que el porcentaje de alfa-
sinucleina en piel y las anormalidades en parametros de difusion son biomarcadores que
pueden contribuir a un diagnostico mas temprano y un seguimiento adecuado de la EP.
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ABSTRACT

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease characterized by reduced
movement, tremor, rigidity and postural instability. Its earlier diagnosis and proper follow-up
are likely to benefit from imaging and peripheral biomarkers. From a classical perspective,
its motor symptoms result from a dopamine deficiency in the nigrostriatal pathway, related
to a degenerative process (neuronal death and atrophy) of the dopaminergic neurons of the
substantia nigra, which is associated to the presence of Lewy bodies in this structure, in late
stages of the disease. Lewy bodies are accumulations of several proteins, especially
abnormal aggregates of alpha-synuclein; they have also been identified in PD in peripheral
tissues such as the skin. Neuroimaging studies have also shown gray (GM) and white matter
(WM) diffusion abnormalities in PD. While diffusion imaging is unable to query molecular
characteristics (e.g., dopamine concentration), it can resolve the microstructural features of
WM bundles, revealing axonal degeneration secondary to neuronal loss. Few studies have
attempted to reconstruct the nigrostriatal fibers, yet the study of this fascicle may provide
insight into the pathogenesis of the disease. This work aimed to characterize GM and WM
structures, including nigrostriatal fibers, to search for brain imaging biomarkers in PD and
their relationship with abnormal accumulations of alpha-synuclein in the skin. 22 patients
were recruited, 14 had PD while 8 served as controls. A skin biopsy was obtained from all
participants to quantify the percentage of cellular abnormal accumulations of alpha-
synuclein. Imaging was performed on a 3T scanner. T1 images (TR/TE=8.16/3.73 ms, voxel
size=1 mm?3) were analyzed to segment brain structures along with T2-FLAIR images
(TR/TE/TI=4800/273.52/1650 ms, voxel size=1 mm?). Diffusion images consisted of 96
volumes b=2000, 32 b=1000 and 4 b=0 s/mm? (TR/TE=11816/70 ms, voxel size=2x2x2
mm?). Diffusion images were analyzed through diffusion tensor (DT) imaging, which
provided diffusion metrics: fractional anisotropy (FA) and mean diffusivity (ADC); and
through constrained spherical deconvolution (CSD), from which probabilistic tractography of
nigrostriatal fibers was derived. All segmented brain structures and reconstructed tracts
were queried for FA and ADC. Data shows that it is possible to reconstruct the anatomical
connectivity of the nigrostriatal pathway through CSD. It also confirms that the percentage
of alpha-synuclein in the skin is greater in PD and that there were differences between
groups in diffusion parameters of GM and WM structures. A relationship between diffusion
abnormalities of GM and WM structures and PD progress and the percentage of abnormal
accumulations of alpha-synuclein in the skin was found, respectively. These findings reveal
that the percentage of alpha-synuclein in the skin and diffusion abnormalities are biomarkers
that may contribute to an earlier diagnosis and a proper follow-up of the disease.
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LISTA DE ABREVIATURAS

A Amigdala
Acc Nucleo accumbens
ADC Apparent diffusion coefficient (Coeficiente de difusion aparente o
difusion media)
C Nucleo caudado
CE Cuerpo estriado
CSD Constrained spherical deconvolution (Deconvolucién esférica
restringida)
DT Diffusion tensor (Tensor de difusion)
DWiIs Diffusion-weighted images (Imagenes sensibles a difusion)
EP Enfermedad de Parkinson
FA Fractional anisotropy (Fraccién de anisotropia)
FOD Fiber orientation distribution (Distribucién de la orientacién de fibras)
GP Globo palido
H Hipocampo
HARDI High angular resolution diffusion imaging (Imagenes de difusién con
alta resolucién angular)
MDS Movement Disorder Society (Sociedad de los Desoérdenes del
Movimiento)
MNI Montreal Neurologic Institute (Instituto Neurolégico de Montreal)
NODDI Neurite orientation dispersion and density imaging (Imagenes de la
dispersion y densidad de la orientacion neuritica)
NST Nucleo subtalamico
P Putamen
PCA Principal component analysis (Analisis de componentes principales)
ROIs Regions of interest (Regiones de interés)
SB Sustancia blanca
SG Sustancia gris

SN Sustancia nigra
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TCE
TF
TNE
UPDRS

Talamo
Tracto corticoespinal
Tracto frontal

Tracto nigrostriatal

Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (Escala Unificada de

Clasificacion de la Enfermedad de Parkinson)
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[. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por los siguientes sintomas motores: bradicinesia (lentitud en el
movimiento), temblor en estado de reposo (3 a 7 Hz), rigidez muscular e
inestabilidad postural (Hughes, Ben-Shlomo, Daniel, & Lees, 1992; Langston, 2006).
Por ser una de las enfermedades neurodegenerativas mas frecuentes, su estudio
se ha extendido para desarrollar estrategias diagnosticas y terapéuticas mas

eficientes, con el fin de prevenir su progreso degenerativo.

Desde una perspectiva clasica, los sintomas motores de la EP se originan por un
déficit de dopamina en la via nigroestriatal relacionado con un proceso neuronal
degenerativo (atrofia y muerte neuronal) de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra (SN) (Braak et al., 2003; Langston, 2006), lo cual se asocia con la
presencia de cuerpos de Lewy (acumulos que contienen varias proteinas,
especialmente alfa-sinucleina) circunscritos a las neuronas dopaminérgicas en

etapas tardias de la enfermedad (Stefanis, 2012)

En este sentido, dos biomarcadores que pueden ser utiles para informar sobre el
proceso degenerativo de la EP son: las acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina, que pueden ser identificadas en la piel (Miki et al., 2010; Rodriguez-
Leyva et al., 2014) y en otros tejidos fuera del sistema nervioso central (Djaldetti,
Lev, & Melamed, 2009); y las anormalidades en sustancia blanca (SB) (Hall et al.,
2016; Sterling et al., 2017), especificamente aquéllas en las fibras nigroestriatales
(Andica et al., 2018; Theisen et al., 2017; Tan et al., 2015; Zhang et al., 2015). Estas
pueden identificarse indirectamente mediante imagenes de resonancia magnética
sensibles a difusion (DWIs, Diffusion Weighted Images). Ambos biomarcadores
presentan las siguientes ventajas: se pueden identificar en etapas tempranas de la
enfermedad, son minimamente invasivos y mas accesibles que otros

procedimientos y, sobretodo, se pueden observar in vivo.

El presente proyecto tuvo como objetivo principal relacionar ambos biomarcadores,

con el fin de aportar conocimiento sobre parametros utiles para evaluar el proceso
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degenerativo de la EP y contribuir con su caracterizacion en beneficio de

diagnodsticos mas tempranos y seguimientos adecuados.

Para lograr lo anterior, se reconstruyé la trayectoria de las fibras nigroestriatales de
SB mediante tractografia probabilistica derivada de DWIs. Se disefié un estudio
retrospectivo relacional y comparativo de casos (grupo con diagndstico de EP) y
controles (grupo control). Se analizo la relacion entre los biomarcadores y el efecto
comparativo de cada uno de ellos. La cuantificacion de acumulaciones anormales
de la proteina alfa-sinucleina se realiz6 mediante técnicas de inmunohistoquimica
e inmunofluorescencia y las anormalidades en SB se identificaron de manera

indirecta mediante parametros derivados de DWIs.

Primero se expondran los antecedentes mas relevantes del proyecto. Se describiran
los nucleos basales y cdmo la alteracion en su circuito explica los sintomas motores
caracteristicos de la EP. Se hara referencia a la acumulacion anormal de la proteina
alfa-sinucleina en la enfermedad, tanto en el cerebro como en la piel. Se explicara
el fendmeno de resonancia magnética y de difusion para entender la técnica de
tractografia y los parametros derivados de las DWIs. Finalmente, se detallaran los

estudios relevantes sobre anormalidades en parametros de difusion en la EP.

Posteriormente se justificara el estudio y se plantearan sus objetivos e hipotesis. Se
describira minuciosamente el método y las técnicas empleadas, haciendo énfasis

en el procesamiento y analisis de las imagenes por resonancia magnética.

Siguiendo los objetivos propuestos, se expondran los resultados de los analisis
descriptivos, comparativos y relacionales, los cuales se discutiran en el mismo
orden. Se relataran las limitaciones y futuras investigaciones y, por ultimo, se

realizaran las conclusiones generales del proyecto.
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[I. ANTECEDENTES
1. Enfermedad de Parkinson y nucleos basales

La EP es una de las enfermedades neurodegenerativas mas frecuentes y
estudiadas (posiblemente sélo superada por la enfermedad de Alzheimer). Se
relaciona con la edad y se caracteriza por cuatro sintomas motores principales:
bradicinesia (menor amplitud y velocidad del movimiento), temblor en estado de
reposo (3 a 7 Hz), rigidez muscular e inestabilidad postural (Hughes et al., 1992;
Langston, 2006). Sin embargo, también se puede presentar escasez de
movimientos espontaneos, acinesia, postura flexionada, equilibrio inestable y
marcha con arrastre de pies (DelLong, 2000), asi como algunos sintomas no
motores: alteraciones cognitivas, perturbaciones del ciclo vigilia-suefo, trastornos
del estado de animo, disfunciones autondmicas y alucinaciones visuales
(Chaudhuri, Healy, & Schapira, 2006).

En la enfermedad se encuentra afectado el sistema motor extrapiramidal (fuera de
la via corticoespinal) compuesto por los nucleos basales, estructuras subcorticales
conformadas por conglomerados neuronales implicados en el control del
movimiento voluntario y automatico. Los nucleos no se conectan directamente con
la médula espinal; forman circuitos subcorticales que reciben sefales de la corteza
cerebral y las envian hacia los nucleos del tronco encefalico y, a través del talamo,
de nuevo a la corteza, especificamente a las cortezas prefrontal, premotora y motora
primaria (DeLong, 2000). Funcional y anatomicamente, estos circuitos se han
subdividido en: motor, asociativo y limbico, de acuerdo con el tipo de informacion

que procesan (Alexander & Crutcher, 1990).

Los nucleos basales constan de cuatro estructuras principales (ver figura 1): el
cuerpo estriado (CE), el globo palido (GP), la SN y el nucleo subtalamico (NST). El
CE se subdivide en el nucleo caudado (C), el putamen (P) y el estriado ventral, que
incluye al nucleo accumbens (Acc); el GP se subdivide en externo e interno; y la SN
se subdivide en compacta y reticular. EI CE es la via de entrada de las sefnales;
mientras que el GP interno y la SN reticular son las vias de salida. Los dos ultimos
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estan conformados por células gabaérgicas inhibitorias; mientras que el NST esta
conformado por células glutamatérgicas excitatorias. Las células de la SN compacta
contienen dopamina y neuromelanina, sustancia que le confiere el color oscuro que

la caracteriza (DeLong, 2000).

Ndcleo
Putamen caudado
A & ) ’
. 9 ‘
( J\ﬁ NP \ Ntcleo
subtalamico
Globo Sustancia
palido negra

Figura 1. Dibujo esquematico de las estructuras principales de los nucleos basales (Tomado de
Hospital Sant Joan de Déu, 2014).

Existen dos vias paralelas principales (ver figura 2) que regulan los circuitos
neuronales de los nucleos basales: la via directa y la via indirecta. Ambas se dirigen
del CE hasta los nucleos de salida, pero tienen efectos opuestos. La via directa es
modulada por el sistema de receptores de dopamina D1, que promueven la
transmision sinaptica, para facilitar la actividad talamocortical y, por lo tanto, el
movimiento. Por su parte, la via indirecta es modulada por el sistema de receptores
de dopamina D2, que reducen la transmisién sinaptica, para inhibir la actividad
talamocortical y restringir el movimiento (Alexander & Crutcher, 1990; Delong,
2000). Sin embargo, también se ha descrito una tercera via hiperdirecta (ver figura
2) que conecta regiones corticales y subtalamicas, sin pasar por el CE, que participa
en sinergia con las vias anteriores para el adecuado control del movimiento
voluntario (Nambu, Tokuno, & Takada, 2002). Esta tercera via, por ser la mas
directa hacia el NST, inicialmente inhibe amplias proyecciones talamocorticales,
suprimiendo diversos programas motores. Posteriormente, la via directa desinhibe

las proyecciones talamocorticales relacionadas con el programa motor

Pagina | 11



seleccionado; mientras que la via indirecta inhibe las proyecciones talamocorticales

de programas motores no requeridos (Nambu, 2004).

r \
L Corteza |
>
‘, A
’f ;,  Putamen
Vi
SNc
GPe )
VHD
—>{_SIN

Sinapsis excitatoria (Acido glutamico)

oo

Sinapsis inhibitoria (Acido gama amino butinco-GABA)

Figura 2. Diagrama esquematico de las vias que regulan los circuitos neuronales de los nucleos
basales en condiciones normales. D1: receptores de dopamina D1, D2: receptores de dopamina
D2, VD: via directa de los nucleos basales, VI: via indirecta de los nucleos basales, VHD: via
hiperdirecta de los nucleos basales, SNc: sustancia nigra compacta, SNr: sustancia nigra reticular,
GPe: globo palido externo, GPi: globo palido interno, STN: nucleo subtalamico, VL: nucleo ventral
lateral del tdlamo, PPN: nucleo pedunculo pontino (Modificado de Méndez-Herrera, 2011).

Desde una perspectiva clasica, los sintomas motores de la EP se originan por un
déficit de dopamina en la via nigroestriatal (Braak et al., 2003; Langston, 2006), lo
cual ocasiona un desequilibrio entre las vias directa e indirecta de los nucleos
basales; la primera esta inhibida, mientras que la segunda esta facilitada. Sin la
accion de la dopamina en el estriado, aumentan las eferencias indirectas
inhibitorias, lo que provoca una sobre inhibicién de centros motores talamocorticales
y del tallo cerebral y, por lo tanto, las dificultades para iniciar y controlar el

movimiento voluntario (Albin, Young, & Penney, 1989; DelLong, 2000).

Pagina | 12



2. Enfermedad de Parkinson y alfa-sinucleina

En las enfermedades neurodegenerativas hay una acumulacién anormal de
agregados de proteinas que provocan cambios intracelulares que pueden ocasionar
disfunciéon y muerte celular (Wakabayashi, Tanju, & Mori, 2009). La acumulacién
anormal de la proteina alfa-sinucleina es la caracteristica molecular que marca la
EP y condiciones neurodegenerativas similares: atrofia de multiples sistemas,
demencia con cuerpos de Lewy, enfermedad de Alzheimer, neurodegeneracion con
acumulacién cerebral de hierro tipo I, falla autonémica pura y un subtipo de temblor
esencial. Por su caracteristica comun, estas patologias se han denominado en
conjunto sinucleinopatias, sin embargo, en cada condicion, la distribucion celular y
regional de la proteina es distinta. En la EP, la mayor acumulacion anormal de alfa-
sinucleina se da en el encéfalo. Se extiende a varias regiones cerebrales y no esta
confinada unicamente al cuerpo celular neuronal; también es prominente en
procesos neuriticos. Los depdsitos ocurren desde etapas muy tempranas de la
enfermedad y se expresan como cuerpos Yy neuritas de Lewy en etapas mas tardias

de la misma (Stefanis, 2012).

Aunque su mayor acumulacion anormal sucede en el tejido cerebral, actualmente
se ha confirmado su presencia en otros tejidos fuera del sistema nervioso central
(Djaldetti et al., 2009), incluyendo las terminaciones nerviosas de la piel (Miki et al.,
2010) y las células de la epidermis, dermis y anexos cutaneos (Rodriguez-Leyva et
al., 2014). Rodriguez-Leyva et al. (2014) reportan que cerca del 60% de las células
de la piel de pacientes con Parkinson presentan acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina. Por lo tanto, la proteina puede funcionar como un biomarcador util en el
diagnostico y progreso de la EP. Su relacion con el padecimiento es bastante solida
(Recchia et al., 2008; Spinelli et al., 2014; Zhang et al., 2017b) y también existe
evidencia de la asociacion de la enfermedad con el gen SNCA que codifica para

alfa-sinucleina (Stefanis, 2012).

El gen SNCA codifica 140 aminoacidos para conformar la proteina alfa-sinucleina.
En solucién acuosa no presenta una estructura definida, pero tiene la capacidad de

formar estructuras al unirse a otras moléculas cargadas negativamente. Esta
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compuesta por 3 regiones: un terminal amino, que le confiere la capacidad de formar
una estructura helicoidal al unirse a los fosfolipidos de las membranas; una region
central hidrofébica llamada NAC, que le confiere la capacidad de formar una
estructura de hojas beta; y un terminal carboxilo, negativamente cargada, que no le
confiere la capacidad de formar ninguna estructura. Pertenece a la familia de
proteinas sinucleinas, que incluyen la beta-sinucleina y la gama-sinucleina. Estas
difieren estructuralmente de la alfa-sinucleina en la region NAC, pero todas son
proteinas que predominan en las terminales neuronales presinapticas. La alfa-
sinucleina se expresa de manera abundante en el sistema nervioso, proxima a las
vesiculas de las terminales presinapticas, por lo que se ha sugerido que modula la
liberacidn de neurotransmisores en la transmision sinaptica. Su expresion se induce
durante el desarrollo de las estructuras sinapticas y la modulacion de su expresion
puede generar plasticidad o degeneracion. En los cuerpos y las neuritas de Lewy
presenta una conformacion de hojas beta. Al principio de la formacién de estas
hojas, la proteina tiene una forma oligomérica soluble, pero a través del proceso se
desarrollan estructuras intermedias, llamadas protofibrillas, que gradualmente se
vuelven insolubles y se juntan en fibras. A este proceso se le conoce como

agregacion, la principal caracteristica patogénica de la proteina (Stefanis, 2012).
3. Fendbmeno de resonancia magnética

La resonancia magnética brinda imagenes detalladas que pueden reflejar cualquier
tejido bioldgico, incluyendo el tejido cerebral. Por ello, es una herramienta util en el
diagnostico y progreso de enfermedades neurolégicas como la EP. Resulta de un

fendmeno fisico de transmisién de energia.

Toda la materia estd compuesta por atomos, los cuales estan conformados por
particulas neutras (neutrones) y positivas (protones) dentro de un nucleo, y
particulas negativas (electrones) alrededor del mismo. En el ser humano y, por lo
tanto, en el tejido cerebral, el atomo mas abundante es el hidrégeno. Cuando el
numero de protones y neutrones de un atomo es impar, como en el caso del
hidrogeno, el nucleo se comporta como un pequefo iman, ya que se produce un

campo magneético derivado de la corriente eléctrica generada por la propiedad que
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adquiere la particula de rotar sobre su propio eje, movimiento conocido como spin.
Esta capacidad de los spins de comportarse como pequefios imanes permite que
se alineen en sentido paralelo o antiparalelo a un campo magnético potente,
existiendo una preferencia por el sentido paralelo por ser el que requiere menor
energia. La diferencia de los spins alineados entre estos dos sentidos producira una
magnetizacion longitudinal en la direccion del campo magnético principal, lo que
permitira la obtencién de la sefial del resonador. Ademas, los spins también
producen un movimiento de precesion alrededor del campo magnético al que estan
sometidos. La velocidad y frecuencia de este movimiento dependera de la
intensidad del campo magnético. La frecuencia de precesion también se denomina
frecuencia de resonancia o frecuencia de Larmour, ya que se calcula mediante la

ecuacion de Larmour (Rivera, Puentes, & Caballero, 2011).

Mediante la aplicacién de distintos pulsos de radiofrecuencia, dentro de la
frecuencia de Larmour, se puede perturbar un sistema de spins y su magnetizacion
longitudinal, logrando que ésta se disminuya mientras que aumenta la
magnetizacion transversal. Al interrumpir el pulso de radiofrecuencia, se liberara
energia, la cual serd captada mediante antenas del resonador y aportara
informacion sobre el contraste magnético del tejido. La relajacion longitudinal y
transversal ocurren sincronicamente. A la primera se le denomina T1 y sucede
cuando se ha recuperado el 63% de la magnetizacion longitudinal original; mientras
que a la segunda se le denomina T2 y sucede cuando la magnetizacion transversal
inicial ha decrecido a un 37%. Estos tiempos de relajacion dependen de cada tejido
y muestran informacion sobre su propia composicién. Por ello, variando las
secuencias de pulsos de radiofrecuencia es posible obtener sefial modulada por los
distintos tiempos de relajacién y el contraste de los tejidos de interés. Finalmente,
las sefiales obtenidas de cada voxel (regién volumétrica de la imagen que
corresponde a la localizacidon especifica del tejido) se reconstruiran y digitalizaran
en una imagen interpretable en escala de grises, donde cada tono reflejara una
intensidad distinta de la senal y representara estructuras especificas del tejido
(Rivera et al., 2011).
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4. Fendmeno de difusién y tractografia

Las moléculas de agua (con atomos de hidrégeno que capta el resonador) estan en
continuo movimiento aleatorio o Browniano en un medio libre. Por lo tanto, si varias
moléculas se concentran en un punto, al cabo de un tiempo, se desplazaran
alrededor de ese punto inicial asumiendo una distribucion Gaussiana separada de
dicho punto con una variacion de la concentracion inicial. Tal desplazamiento
permite la obtencion de un coeficiente de difusion que indica la distancia que
recorren las moléculas de agua en el tiempo (Gili, 1993). Entonces, en un medio
libre, las moléculas tienen un movimiento equidistante hacia cualquier direccion, lo
que se conoce como difusion isotrépica y se puede representar volumétricamente
como una esfera. No obstante, en tejidos bioldgicos, la difusidn es mas compleja
porque se encuentra restringida por barreras del propio tejido, lo que les confiere
una direccién preferencial a las moléculas. Este tipo de difusion se conoce como
difusion anisotropica y se puede representar volumétricamente como un elipsoide
que revela informacion espacial sobre la estructura del tejido (Urriola & Wenger,
2013). Tal es el caso de tejidos altamente organizados y coherentes en su
microestructura, como los axones del tejido cerebral, donde las membranas
celulares forman las principales barreras que dirigen a las moléculas de agua en
una difusién anisotropica (Concha, 2014). Debido a este anisotropismo, en el tejido
biolégico no es posible calcular un coeficiente de difusion real, pero si se puede
obtener un coeficiente de difusion aparente (ADC, Apparent Diffusion Coefficient)
(Gili, 1993).

La senal de resonancia magnética es sensible al fenomeno de difusién, ya que los
desplazamientos de las moléculas de agua afectan la relajacion T2. En 1965,
Stejskal y Tanner propusieron una secuencia para obtener DWIs, cuyo fundamento
es que la aplicacion de un gradiente magnético bipolar provoque un mayor desfase
de los spins en movimiento, lo que atenua la sefal del resonador y refleja el proceso
de difusion de manera aislada. Los distintos parametros del gradiente permiten
calcular el factor de difusién b, con unidades de tiempo sobre distancia, el cual
representa la difusion de los spins en la direccion del gradiente. Mediante la
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modificacion de este factor es posible controlar la sefial que brinda el resonador
(Gili, 1993).

En este sentido, las DWIs son una herramienta muy poderosa para evaluar
indirectamente la microarquitectura del tejido cerebral in vivo y de manera no
invasiva. La tractografia, por ejemplo, se beneficia de estas imagenes para
reconstruir la trayectoria tridimensional de los tractos cerebrales de SB (Concha,
2014). Es una técnica que permite obtener mapas sobre la conectividad anatémica
cerebral mediante algoritmos matematicos que modelan la orientacién de las fibras
cerebrales (Hagmann et al., 2006). El modelo mas ampliamente utilizado es el
modelo del tensor de difusion (DT, Diffusion Tensor) sin embargo, la tecnologia
actual ha permitido el desarrollo de otros modelos que intentan resolver las
limitantes de éste. Uno de ellos es el modelo de deconvolucion esférica restringida
(CSD, Constrained Spherical Deconvolution) que utiliza DWIs de alta resolucion
angular (HARDI, High Angular Resolution Diffusion Imaging). A continuacion, se

describiran dichos modelos con mayor detalle.

El modelo DT describe la difusién aparente en funcion de sus ejes de direccién (X,
y, z). Consiste en un conjunto de 9 valores que corresponden a las direcciones de
medida de la difusion relacionadas con los ejes ortogonales de los gradientes del

resonador. Estos valores suelen representarse de forma matricial:

ADCxx  ADCxy ADCxz
ADCyx ADCyy ADCyz
ADCzx ADCzy ADCzz

Los elementos de la diagonal de la matriz (ADCxx, ADCyy, ADCzz) describen la
difusion independiente en las direcciones x, y, z de los gradientes correspondientes.
Los elementos fuera de la diagonal describen la interrelaciéon entre dos ejes y, como
los elementos perpendiculares a la diagonal son equivalentes, para calcular el
tensor sélo se requieren 6 mediciones independientes. El promedio de los valores
de cada uno de los elementos de la diagonal representa la difusion media (ADC);
mientras que la desviacién del valor de la difusion dependiente de la direccion

Pagina | 17



permite calcular el anisotropismo o fraccion de anisotropia (FA, Fractional
Anisotropy) (Gili, 1993).

A partir de los 6 componentes principales del tensor, se pueden calcular coeficientes
de difusion en 3 direcciones principales (eigenvectors), cada una con un valor
asociado, es decir 3 valores principales (eigenvalues). Estos se representan
graficamente mediante un elipsoide. El vector asociado con el valor mas grande
define el eje mas largo del elipsoide, lo que se interpreta como mayor difusién en
esa direccion (mayor anisotropismo) y, en tejidos cerebrales, refleja una orientacién
paralela a las fibras de SB. El resto de los vectores y sus valores asociados definen
los ejes perpendiculares al eje principal del elipsoide y, por lo tanto, perpendicular a
las fibras de SB, donde la difusidon es menos anisotropica. En este sentido, el modelo
DT es de gran utilidad para representar la orientacion de las fibras cerebrales de SB
(Basser, Mattiello, & Le Bihan, 1994). Sin embargo, en regiones donde existen mas
de una poblacién de fibras orientadas coherentemente, el modelo no es capaz de
distinguir aquéllas que se cruzan, ya que solo puede calcular una unica orientacion
principal y, por lo tanto, en estos casos asume que la difusién es isotropica. Asi, el
modelo DT resulta ineficiente para la reconstruccion tractografica de la SB en

regiones de entrecruzamiento.

El modelo CSD-HARDI intenta resolver la inexactitud del modelo DT para
representar adecuadamente las fibras cerebrales en regiones de entrecruzamiento
y lograr reconstrucciones tractograficas mas confiables. Este modelo logra una
mayor resolucién angular de las fibras cerebrales y las representa mediante una
funcién de la distribucion de orientacion de las fibras (FOD, Fiber Orientation
Distribution), en lugar del elipsoide del modelo DT. La FOD modela la senal
atenuada de la difusion (axial o paralela a las fibras) mediante I6bulos que se forman
a partir de la deconvolucién de una sefal inicial que graficamente corresponde a
una esfera que representa la difusion en varias direcciones. La sefal inicial se
denomina funcion de respuesta e integra la sefial no atenuada de la difusion (radial
o perpendicular a las fibras) de una poblacion de fibras de acuerdo con su fraccion

volumétrica y orientacion. A partir de esta funcion de respuesta, el modelo estima la
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FOD, subyacente a la sefial atenuada, que representa la fraccion volumétrica de las
fibras que se alinean en la orientacion de mayor anisotropia. El radio de los I6bulos
indica la probabilidad de difusion en esa orientacion. El modelo CSD-HARDI ofrece
estimaciones confiables de la FOD porque restringe su estimacién con valores
positivos y resuelve la orientacion de fibras en angulos mas agudos (Tournier et al.,
2004, 2008; Tournier, Calamante, & Connelly, 2007).

En este sentido, a partir de dichos modelos matematicos es posible reconstruir las
trayectorias de las fibras de SB y derivar mapas cuantitativos que brindan
parametros (Basser et al., 1994; Raffelt et al., 2012) para informar sobre el estado

del tejido cerebral que se esta estudiando.
5. Enfermedad de Parkinson y anormalidades en sustancia blanca

Los biomarcadores son caracteristicas cuantitativas que se usan como indicadores
de estados bioldgicos o patolégicos. En neuroimagen, los biomarcadores son
mediciones derivadas de las imagenes que reflejan estados bioldgicos o patoldgicos
del tejido cerebral. Son de utilidad para realizar diagndsticos y prondsticos, o para
monitorear respuestas a intervenciones terapéuticas. Varias técnicas de imagen por
resonancia magnética se han utilizado como biomarcadores del estado patolégico
del tejido cerebral en la EP (Pyatigorskaya et al., 2014). Los parametros de atrofia
neuronal y de cambios en la sustancia gris (SG) de estructuras cerebrales como los
nucleos basales, el hipocampo, la amigdala, el talamo y la corteza han sido
biomarcadores comunes detectados por imagenes estructurales en la EP (Sterling,
Lewis, Du, & Huang, 2016). En la actualidad se ha propuesto un biomarcador muy
prometedor para la patologia: los parametros derivados de DWIs que reflejan
anormalidades en SB de manera indirecta (Pyatigorskaya et al., 2014). Estas
técnicas no invasivas permiten realizar descripciones muy completas y adecuadas
de la microarquitectura de la SB in vivo, ya sea durante el desarrollo cerebral normal,
en su patologia, o en su recuperacion y plasticidad (Concha, 2014).

La revisiéon de Hall et al. (2016) recopila 47 articulos que determinan una asociacién

consistente entre anormalidades en parametros de difusion y sintomas motores y
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no motores en la EP. Los hallazgos mas concluyentes de la revision sugieren que
las alteraciones en el funcionamiento cognitivo presentes en la enfermedad se
relacionan con anormalidades en la difusion de areas frontales, parietales, cuerpo
calloso y otras fibras mayores que conectan el cerebro medio y las estructuras
subcorticales con la neocorteza. Particularmente, Vaillancourt et al. (2009),
mediante el modelo DT, describen un indice de anisotropia reducido en estructuras
subcorticales en la EP, asi como una relacion especifica entre la reduccion
anisotropica de la SN compacta y el incremento de la severidad de los sintomas

motores.

También se ha propuesto que la degeneracion axonal podria ser una caracteristica
temprana de la EP. La revision actual de Burke & O’Malley (2013) reune gran
evidencia de estudios postmortem, con neuroimagen funcional, y de modelos
genéticos y con neurotoxinas que destacan la deteccion temprana de la EP a niveles
axonales y no a nivel del soma de las neuronas como se habia propuesto

inicialmente.

La propuesta inicial consistia en que la caracteristica principal y mas temprana de
la EP era la degeneracidon del cuerpo de las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales, sin embargo, existe evidencia que contradice dicha propuesta. De
acuerdo con los estudios de neuroimagen funcional revisados por Burke & O’Malley
(2013), hay una pérdida neuronal inversa en la via nigroestriatal; es decir, la pérdida
de neuronas estriatales es proporcionalmente mayor que la pérdida de neuronas de
la SN cuando aparecen los sintomas motores de la EP. Hallazgos postmortem
recopilados por esta misma revisién (Burke & O’Malley, 2013), demuestran que la
proteina alfa-sinucleina, que se expresa en los cuerpos y neuritas de Lewy
caracteristicos de la patologia, es abundante en las terminales axdnicas
presinapticas, lo cual indica un efecto retrégrado de la patogénesis; primero
degeneran las terminales axdnicas y luego el soma de las neuronas. Finalmente, la
revision (Burke & O’Malley, 2013) también muestra evidencia de modelos genéticos
y con neurotoxinas que respalda la degeneracidon axonal como caracteristica

primaria de la EP; en estos modelos, la muerte de las neuronas estriatales también
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excede proporcionalmente a la de las neuronas dopaminérgicas de la SN,
antecediendo la degeneracion axonica a la del cuerpo neuronal. En suma, esto

sugiere que podria existir degeneracion walleriana en la EP.

La degeneracién walleriana fue descrita en 1850 por Augustus Waller en un modelo
animal donde seccionaron los nervios periféricos. Consiste en la degeneracion
neuronal secundaria a la lesion o atrofia axonal que provoca la disrupcion del axén
y el cuerpo celular. Los cambios derivados de esto pueden ser retrogrados o
anterogrados. Los primeros se producen desde la regién axonal afectada hacia el
cuerpo neuronal; mientras que los segundos se originan desde la regién axonal
afectada hacia el mismo axon, alterando incluso a la neurona postsinaptica. Dicha
degeneracion puede ocurrir a lo largo de los tractos cerebrales de SB, por lo que
puede identificarse de manera indirecta mediante técnicas de neuroimagen (Kuhn,
Johnson, & Davis, 1988; Yamada et al., 1998).

Pierpaoli et al. (2001) mostraron que las DWIs permiten identificar la degeneracién
walleriana. Mediante anormalidades en parametros de difusion (especificamente la
reduccion de la difusion anisotropica paralela a las fibras de SB) derivados del
modelo DT, identificaron degeneracion en regiones de fibras de SB de vias motoras
descendentes, secundaria a infartos lacunares en la capsula interna. Un estudio
mas reciente de Sharma, Sheriff, Maudsley, & Govind, (2013) también sugiere la
posibilidad de identificar degeneracion walleriana, mediante anormalidades en
parametros de difusion, en enfermedades neurodegenerativas. Sus resultados
muestran una reduccion de FA y un incremento de ADC en los nucleos basales y el
talamo de pacientes con esclerosis lateral amiotrofica, lo que indica degeneracion

neuronal de estas estructuras.

En este sentido, la evidencia cientifica refuerza la promesa de los parametros

derivados de DWIs como biomarcadores importantes para caracterizar la EP.
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[1l. JUSTIFICACION

Se ha confirmado que existen acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en la
piel de pacientes con EP (Miki et al., 2010; Rodriguez-Leyva et al., 2014). También
se ha demostrado de manera indirecta, mediante parametros de difusién, que
existen anormalidades en la SG y SB en dicha enfermedad (Hall et al., 2016;
Vaillancourt et al., 2009). Incluso se ha desarrollado una nueva propuesta que
sugiere que la caracteristica primaria de la patologia es la degeneracion axonal
dopaminérgica, y no la del cuerpo de las neuronas dopaminérgicas como se

proponia inicialmente (Burke & O’Malley, 2013).

Tal evidencia nos sugiere dos biomarcadores que pueden ser identificados en
etapas tempranas de la EP, que son minimamente invasivos y mas accesibles que
otros procedimientos y, sobretodo, que pueden observarse in vivo: la acumulacion
anormal de alfa-sincucleina en la piel y los parametros de difusion que miden

anormalidades de SB de manera indirecta.

Establecer una relacién entre ambos biomarcadores puede ser una estrategia muy
importante para lograr diagndsticos mas tempranos y seguimientos adecuados de
la enfermedad, asi como para reenfocar los esfuerzos terapéuticos hacia el
mantenimiento de las conexiones cerebrales, con el fin de prevenir el progreso

degenerativo de la patologia.
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1.

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Objetivo general

Estudiar las anormalidades de SG y SB en pacientes con EP, en el marco del

modelo clasico de su fisiopatologia, asi como su posible relacién con acumulaciones

anormales de alfa-sinucleina en piel y el progreso del padecimiento, con el fin de

caracterizar mejor la EP en beneficio de diagndsticos mas tempranos vy

seguimientos adecuados.

2.

a)

b)

Objetivos particulares

Desarrollar un procedimiento estandar para reconstruir, mediante tractografia
probabilistica, la trayectoria de las fibras nigroestriatales de SB.

Estudiar las anormalidades volumétricas y en parametros de difusion de
estructuras de SG y SB (particularmente las fibras nigroestriatales) en la EP.
Determinar si existe relacidn entre las anormalidades volumétricas y en
parametros de difusion de estructuras de SG y SB (particularmente las fibras
nigroestriatales) y el progreso de la EP y las acumulaciones anormales de alfa-

sinucleina en piel.
Hipotesis

El modelo CSD permitira reconstruir, de manera confiable (en la mayoria de los
participantes), la trayectoria de las fibras nigroestriatales de SB.

Habra diferencias entre grupos en el volumen y en parametros de difusion de
estructuras de SG y SB (fibras nigroestriatales).

Habra una relacidn entre las anormalidades de volumen y en parametros de
difusion de estructuras de SG y SB (fibras nigroestriatales) y el progreso de la

EP y el porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel.
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V. METODO
1. Participantes

El estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica del Hospital Central
de San Luis Potosi y por el del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus
Juriquilla, Querétaro. Se retomaron los datos de 23 participantes reclutados del
Hospital Central de San Luis Potosi, uno fue excluido por artefactos de imagen que
no pudieron ser corregidos. Todos los sujetos fueron invitados a participar
voluntariamente y firmaron un consentimiento informado. En la tabla 1 se observa
la distribucion de la muestra. Se conformé un grupo control con 8 participantes del
Servicio de Dermatologia sin aparente enfermedad neurodegenerativa, y un grupo
de 14 pacientes con diagnostico de EP de la clinica de los trastornos del movimiento
del Servicio de Neurologia. Los participantes del grupo control fueron pareados en
sexo y edad con los participantes del grupo con EP. El grupo control incluyé
pacientes con bajo porcentaje en piel de acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina; mientras que el grupo con EP incluyé pacientes con el diagndstico de la
enfermedad y un alto porcentaje en piel de acumulaciones anormales de alfa-
sinucleina. El diagnéstico de EP fue realizado con la escala clinica UPDRS (Unified
Parkinsons’s Disease Rating Scale) de la Sociedad de Desoérdenes del Movimiento

(MDS, Movement Disorder Society).

Tabla 1 Distribucion de la muestra

n=22 Parkinson Control Total
Hombres 8 (36.36%) 2 (9.09%) 10 (45.45%)
Mujeres 6 (27.27%) 6 (27.27%) 12 (54.54%)
Total 14 (63.63%) 8 (36.36%) 22 (100%)

2. Cuantificacién de alfa-sincucleina

A todos los participantes se les realizé una biopsia de piel por punch de 4 milimetros
en el area retroauricular de ambos oidos en el Servicio de Dermatologia del Hospital
Central de SLP. Mediante la técnica de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia
se cuantificd el porcentaje celular de los agregados anormales de alfa-sinucleina.
Para mas detalles sobre el procedimiento, se puede consultar el estudio original

(Rodriguez-Leyva et al., 2014) del cual se retomaron los datos para este proyecto.
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3. Adquisicion de imagenes

Se adquirieron imagenes cerebrales de todos los participantes en la Unidad de
Resonancia Magnética del Instituto de Neurobiologia, campus Juriquilla, Querétaro.
Se uso6 un resonador Philips Achieva TX de 3T con una bobina SENSE de 32
canales. Se adquirieron DWIs en 60 rebanadas mediante una secuencia Eco de
Gradiente con Imagenes Eco Planares (EPI, Echo Planar Images). Los parametros
de la secuencia fueron los siguientes: 96 volumenes de difusion b=2000 s/mm?, 32
b=1000 s/mm?, y 4 b=0 s/mm? no sensibles a difusion; tiempo de repeticion (TR) de
11,816 ms; tiempo de eco (TE) de 70 ms; FOV (Field Of View) de 256x256 mm?;
matriz de reconstruccion de 128x128; tamafio del voxel de 2x2x2 mm?3; y grosor de
rebanada de 2 mm. Adicionalmente se obtuvieron imagenes 3D de alta resolucién
con contraste T1 (TR/TE:8.165/3.73 ms, voxel:1 mm?®) y T2-FLAIR (Fluid Attenuated
Inversion Recovery), con supresion de liquido cerebroespinal (TR/TE/Tiempo de
Inversion(TI):4,800/273.52/1650 ms, voxel: 0.56x1.042x1.042 mm3), para el registro
y segmentacion de las regiones neuroanatéomicas de interés (ROls, Regions Of
Interest). El tiempo total de adquisicion fue de aproximadamente 25 minutos por

cada participante (ver figura 3).
4. Procesamiento y andlisis de imagenes
A. Preprocesamiento de imagenes

Para poder trabajar con las imagenes adquiridas en el resonador se les realizé un
preproceso. Primero se convirtieron a formatos compatibles con distintos programas
de neuroimagen [.nii (NIFTI, Neuroimaging Informatics Technology Initiative) y .mif
(MIF, Mapinfo Interchange Format)]. Después se les extrajo virtualmente el
encéfalo, mediante la herramienta BET (Brain Extraction Tool) (Smith, 2002) del
programa FSL (FMRIB Software Library, v5.0, https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki). A

las imagenes T1 se les removio el ruido para incrementar su calidad (Coupé et al.,

2008) y las DWIs se corrigieron mediante el script dwipreproc del programa MRtrix

version 3.0 (Tournier, Calamante, & Connelly, 2012, http://www.mrtrix.org/), que usa

herramientas de FSL (Smith et al., 2004) para corregir artefactos de movimiento
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(Andersson & Sotiropoulos, 2015) y distorsiones de campo magnético (Andersson,
Skare, & Ashburner, 2003) y geométricas (Skare & Bammer, 2010) (ver figura 3).

Adquisicidn  Preprocesamiento
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é '_’ \ v\' - Q\.l;\ .
T2-FLAIR e ¥ x\, '
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Figura 3. Imagenes adquiridas y preprocesadas de un sujeto en el plano sagital. En el lado
izquierdo se muestran las imagenes T1, T2-FLAIR y DWIs adquiridas. En el lado derecho se
observan las mismas imagenes ya preprocesadas y corregidas.

B. Registro de imagenes y segmentacion de ROIs

El registro es una herramienta que permite fusionar dos o0 mas imagenes. Es decir,
permite la coincidencia espacial de imagenes en distintos espacios con la misma u
otra resolucion espacial. Permite mejorar la visualizaciéon de una imagen con pobre
resolucidn espacial, asi como trabajar con varias imagenes a la vez preservando el
espacio nativo. En el caso de las DWIs, que tienen una pobre resolucién espacial,
es necesario el registro a imagenes de mayor resolucion para lograr identificar y

delimitar (segmentar) con precision las ROls.

En este trabajo, mediante el sistema automatico de volBrain (Manjon & Coupé,

2016, http://volbrain.upv.es/), se segmentaron en las imagenes T1 de cada sujeto

las siguientes estructuras neuroanatémicas subcorticales bilaterales: C, P, talamo
(T), GP, hipocampo (H), amigdala (A) y Acc. Se registraron linealmente, con la
herramienta FLIRT (FMRIB’s Linear Image Registration Tool) de FSL (Jenkinson &
Smith, 2001), las imagenes T1, T2-FLAIR y DWIs para segmentar dichas
estructuras en las DWIs de cada sujeto (ver figura 4.1). El registro de las imagenes
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T2-FLAIR se us6 posteriormente para la segmentacion de la SN y el NST.

A través de la parcelacion cortical automatica de FreeSurfer (Desikan et al., 2006,

https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/CorticalParcellation) se segmentaron en

las imagenes T1 de cada sujeto los giros bilaterales de la corteza frontal. Se
registraron linealmente, con la herramienta FLIRT, las imagenes T1 y DWIs para

parcelar los mismos giros en las DWIs de cada sujeto (ver figura 4.2).

En el caso de la segmentacion bilateral de la SN y el NST en las DWIs, se uso un

atlas de nucleos basales (Keuken et al., 2014, https://www.nitrc.org/projects/atag),

estandarizado al espacio MNI (Montreal Neurologic Institute) y normalizado para
edades avanzadas. Las imagenes que conforman este atlas se adquirieron en un
resonador de 7 Teslas con secuencias que permiten la obtencion de mejores
contrastes, lo cual precisa la segmentacion de las ROls. En cada sujeto se registro
el atlas a las DWIs usando herramientas de ANTs (Advanced Normalization Tools,

http://stnava.github.io/ANTs/) (ver figura 4.3). Sin embargo, debido a que el registro

no fue exacto, fue necesario corregir manualmente la segmentacion bilateral de
estas estructuras en cada sujeto. Para ello, se uso el registro de las imagenes T2-
FLAIR a las DWIs, debido a que su contraste ayuda en la identificacién de la SN y
el NST.

Registro y Segmentacion
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Figura 4. Registro y segmentacion de ROIs en un sujeto en el plano sagital. 1) Registro y
segmentacion de estructuras neuroanatémicas subcorticales bilaterales mediante el sistema
automatico de volBrain. 2) Registro y segmentacion de los giros de la corteza frontal bilateral a
través de la parcelacion cortical de FreeSurfer. 3) Registro y segmentacion bilateral de la SN y el
NST usando un atlas de nucleos basales estandarizado al espacio MNI.

C. Procesamiento de imégenes y tractografia probabilistica

En cada sujeto se procesaron, con la herramienta dwi2tensor de MRtrix version 3.0

(Tournier et al., 2012, http://www.mrtrix.org/), las DWIs mediante el modelo DT para

analizar la difusion de las ROIs con los mapas cuantitativos de FA y ADC (ver figura
5).

Mapa ADC

Figura 5. Mapas cuantitativos, derivados del modelo DT, de un sujeto en el plano axial.

También se procesaron, con las herramientas dwi2response y dwi2fod de MRtrix

version 3.0 (Tournier et al., 2012, http://www.mrtrix.org/), las DWIs para realizar la

tractografia probabilistica (ver figura 6). A partir del mapa de las FODs derivadas
del modelo CSD, se reconstruyeron los siguientes tractos bilaterales en cada sujeto:
el tracto frontal (TF: el ensamble de las trayectorias que proyectan a la corteza
frontal), el tracto corticoespinal (TCE) y el tracto nigroestriatal (TNE). EI TF y el TCE
se usaron como tractos control y para excluir voxeles sobrepuestos con la SN. Para
reconstruir el TF se sembraron 1000 streamlines en el tallo cerebral y se usé la
corteza frontal como region de inclusion. En el TCE se sembraron 2000 streamlines
en la corteza motora primaria y se usaron el brazo posterior de la capsula interna 'y
el tallo cerebral como regiones de inclusion. Finalmente, para reconstruir el TNE de
interés se sustrajeron los voxeles sobrepuestos de la SN con el TF y el TCE; se

sembraron 2000 streamlines en los voxeles no sobrepuestos de la SN; se uso el CE
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(incluyendo al C y P) como region de inclusion; y se usaron la corteza frontal y el
TCE como regiones de exclusion. En la reconstruccién de todos los tractos se
excluyo el hemisferio contralateral. Con el mismo programa (MRtrix versién 3.0), se
obtuvo un mapa probabilistico de cada tracto usando un umbral de 10 streamlines
por pixel con base en un analisis observacional exploratorio; y se segment6 una
mascara para cada mapa. A la mascara del TNE también se le sustrajo el volumen

parcial de SG de la SN y el CE para analizar sélo la SB.

Tractografia

Sobreposicidon

Mapa de FODs

Figura 6. Tractografia probabilistica de un sujeto. En la primera columna se muestra el mapa de
las FODs derivadas del modelo CSD en el plano axial; se amplifica la FOD de un voxel de la SN
izquierda, que representa el perfil de difusion en ese voxel. En las siguientes tres columnas se
ejemplifica la reconstruccion de los tractos a partir de las FODs correspondientes. En la primera fila
se observa el TCE bilateral (rosa) reconstruido (cuarta columna) a partir de las FODs de las
regiones (ROls, tercera columna) bilaterales de siembra (corteza motora primaria en azul) e
inclusion (brazo posterior de la capsula interna y tallo cerebral en morado); también se observa la
amplificacion de la sobreposicion bilateral (segunda columna) del TCE (naranja) y la SN (rojo) en el
plano axial. En la segunda fila se aprecia el TF derecho (verde) reconstruido (cuarta columna) a
partir de las FODs de las regiones (ROls, tercera columna) derechas de siembra (tallo cerebral en
morado) e inclusion (corteza frontal en azul); también se aprecia la amplificacion de la
sobreposicion bilateral (segunda columna) del TF (naranja) y la SN (rojo) en el plano axial. En la
tercera fila se muestra el TNE bilateral (amarillo) reconstruido (cuarta columna) a partir de las
FODs de las regiones (ROls, tercera columna) bilaterales de siembra (SN no sobrepuesta en rojo)
e inclusiéon (CE en azul oscuro), y excluyendo las FODs de la corteza frontal (azul claro) y el TCE
(naranja) bilaterales; también se muestra la amplificaciéon (segunda columna) de los voxeles de la
SN sobrepuestos (rojo oscuro) con el TCE y TF en el plano axial. Finalmente, en las ultimas dos
columnas se encuentran los mapas probabilisticos de los tractos correspondientes y la
segmentacién de sus mascaras.

En cada participante se cuantificé la media de FA y ADC, asi como el volumen de
todas las estructuras segmentadas bilateralmente (C, P, T, GP, H, A, Acc, SN, NST,
TF, TCE y TNE).
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5. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa RStudio versién
1.0.1563. Se corrieron analisis descriptivos para conocer la distribucidon y
caracteristicas de la muestra; asi como analisis comparativos y relacionales para
cubrir los objetivos del estudio. Debido al tamano y distribucién de la muestra se
utilizaron pruebas no paramétricas. Para los analisis comparativos se usé la prueba
U Mann-Whitney para muestras independientes. Para los analisis relacionales se
usé la prueba de Spearman. Para todos los analisis se establecido un nivel de

significancia de p<0.05 no corregido para evitar perder los efectos significativos.
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VI. RESULTADOS

En la tabla 2 se detallan las caracteristicas descriptivas de la muestra. No se
encontraron diferencias significativas entre grupos ni en sexo ni en edad. De
acuerdo con el estudio (Rodriguez-Leyva et al., 2014) del cual se retomaron los
datos para este proyecto, el grupo con EP presenta un porcentaje mas elevado de
acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel, lo cual confirma una mayor

presencia de tales acumulaciones en la EP (ver figura 7).

Tabla 2 Caracteristicas descriptivas de la muestra

Parkinson Control
n=22 M (DE) M (DE) Rango P
Sexo (H/M%) 36.36/27.27 9.09/27.27 - 0.2043
Edad (afos) 69.29 (10.40) 71.13 (11.49) 51-83 0.7320
Alfa-sinucleina (%) 2.57 (1.58) 0.32 (0.32) 0.01-6.53 0.0001**
UPDRS (total) 54.07 (38.46) - 10-130 -
Evolucion (afios) 8.43 (6.68) - 1-20 -

M= media; DE= desviacion estandar; **p<0.01
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Figura 7. Graficas que muestran las diferencias entre grupos en caracteristicas descriptivas de la
muestra. A) Sexo. B) Edad. C) Porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel.
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Con respecto al objetivo de desarrollar un procedimiento estandarizado para
reconstruir la trayectoria de las fibras nigroestriatales de SB mediante tractografia
probabilistica, se logré una reconstruccion confiable del TNE a partir del modelo
CSD. A través del procedimiento descrito en el apartado V.4.C, se reconstruyo el

TNE bilateral en el 95% de los participantes (ver figura 8).

Figura 8. Reconstruccién del TNE bilateral (amarillo), a partir del modelo CSD, en un participante.
En rojo se muestra la SN y en azul oscuro el CE.

En relacion con los andlisis comparativos, los objetivos consistian en estudiar las
anormalidades volumétricas y en parametros de difusion (FA y ADC) de estructuras
de SG (C, P, T, GP, H, A, Acc, SNy NST) y SB (TF, TCE y TNE) en la EP. En
contraste con lo esperado, no se encontraron diferencias significativas entre grupos
ni en el volumen ni en el FA de estructuras de SG y SB. De acuerdo con lo
hipotetizado, se hallaron diferencias significativas entre grupos en el ADC de
estructuras de SG (H y A izquierdos) y SB (TNE izquierdo). EI ADC es mayor en el
H izquierdo, y menor en la A y el TNE izquierdos en el grupo con EP (ver tabla 3 y
figura 9). Esto confirma que en la patologia existen anormalidades especificas en la
difusion, tanto en estructuras de SG como de SB. En la SB, particularmente se
observaron anormalidades en las fibras nigroestriatales y no en fibras frontales ni

corticoespinales.

Pagina | 32



Tabla 3 Diferencias significativas entre grupos en el ADC (x10-3 mm?/s)

Parkinson Control
n=22 ROls M (DE) M (DE) P
SG Hipocampo izquierdo 1.01 (0.17) 0.84 (0.09) 0.0168*
Amigdala izquierda 0.62 (0.09) 0.66 (0.05) 0.0407*

SB Tracto nigroestriatal izquierdo 0.59 (0.04) 0.63(0.03) 0.0389*
SG= sustancia gris; SB= sustancia blanca; ROlIs= regiones neuroanatémicas
de interés; M= media; DE= desviacion estandar; *p<0.05
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Figura 9. Graficas que muestran las diferencias significativas entre grupos en el ADC (x10-3
mm?/s). A) Hipocampo izquierdo (verde en el plano axial). B) Amigdala izquierda (morada en el
plano axial). C) Tracto nigroestriatal izquierdo (amarillo en el plano tridimensional). En los planos
axial y tridimensional, A= anterior, P= posterior, D= derecha e |= izquierda.
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Finalmente, el objetivo de los analisis relacionales era determinar si existia una
relacion entre las anormalidades de volumen y en parametros de difusién (FA y
ADC) de estructuras de SG (C, P, T, GP, H, A, Acc, SN y NST) y SB (TF, TCE y
TNE) y el progreso de la EP y las acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en
piel. En discordancia con lo esperado, no se encontraron relaciones significativas
con el volumen de estructuras de SG y SB. Sin embargo, en concordancia con lo
hipotetizado, si se hallaron relaciones significativas con los parametros de difusion
de estructuras de SG y SB. Tales efectos no alcanzaron la significancia estadistica

al incluir la edad en los analisis, por lo que no se controlé dicha covariable.

Se observé una relacion positiva alta (p=0.72, p=0.0040, n=14) entre el puntaje total
UPDRS vy los afos de evolucion de la EP (ver figura 10), lo que sugiere que el
puntaje total UPDRS es un buen indicador del progreso de la enfermedad. Se
aprecio una relacién negativa moderada de este indicador con el FA de la SN
derecha (p=-0.56, p=0.0384, n=14) (ver figura 11); asi como relaciones positivas
moderadas del mismo indicador con el ADC del P derecho (p=0.54, p=0.0460,
n=14), la A izquierda (p=0.54, p=0.0486, n=14) y el Acc izquierdo (p=0.61,
p=0.0212, n=14) (ver figura 12). Asi, parece que FA es menor y ADC mayor, en

estructuras de SG, cuando el progreso de la EP es mayor.
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Figura 10. Grafico de dispersién que muestra la relacion positiva entre el puntaje total UPDRS y la
evolucién en afos de la EP.

Pagina | 34



FA Sustancia nigra derecha

1.0

00 02 04 06 08

p=-0.56, p=0.0384

I

0 20 40

60 80

T T T I T
100 120 140

UPDRS (Puntaje Total)

Figura 11. Grafico de dispersién que muestra la relacion negativa entre el puntaje total UPDRS y el
FA de la SN derecha (roja en el plano axial), en la EP. En el plano axial, A= anterior, P= posterior,
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Figura 12. Graficos de dispersion que muestran la relacion positiva entre el puntaje total UPDRS y
el ADC de estructuras de SG en la EP. A) Putamen derecho (azul en el plano axial). B) Amigdala
izquierda (morada en el plano axial). C) Accumbens izquierdo (naranja en el plano axial). En el

plano axial, A= anterior, P= posterior, D= derecha e |= izquierda.
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También se hallé una relacion negativa moderada (p=-0.48, p=0.0294, n=21) del

porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel con el ADC del

TNE izquierdo (ver figura 13). Es decir, cuando el porcentaje de acumulaciones

anormales de alfa-sinucleina en piel es mayor, como en el caso de la EP, el ADC

es menor en las fibras nigroestriatales izquierdas. Esto confirma la existencia de

una asociacion entre las anormalidades de SB y las acumulaciones anormales de

alfa-sinucleina en la EP.
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Figura 13. Grafico de dispersién que muestra la relacion negativa entre el porcentaje de
acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel y el ADC del tracto nigroestriatal izquierdo
(amarillo en el plano tridimensional). En el plano tridimensional, A= anterior, P= posterior, D=

derecha e I= izquierda.

En este sentido, sélo las anormalidades en difusién de estructuras de SG y SB

(fibras nigroestriatales) se asocian con el progreso de la EP y las acumulaciones

anormales de alfa-sinucleina, respectivamente.
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VIIl. DISCUSION

Los resultados obtenidos son muy relevantes y alentadores; se lograron confirmar
la mayoria de las hipotesis propuestas. El porcentaje de acumulaciones anormales
de alfa-sinucleina en piel fue mayor en el grupo con EP. Fue posible reconstruir, en
la mayoria de los participantes, el tracto de las fibras nigroestriatales de SB
mediante el modelo CSD. Hubo diferencias entre grupos en parametros de difusion
de estructuras de SG y SB; y se encontré una relacion de las anormalidades en
parametros de difusién de estructuras de SG y SB con el progreso de la EP y el
porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en la piel,

respectivamente.

El mayor porcentaje de acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel, en el
grupo con EP, es consistente con estudios que reportan una mayor presencia de la
proteina en distintos tejidos fuera del sistema nervioso central (Djaldetti et al., 2009),
como la piel (Miki et al.,, 2010; Rodriguez-Leyva et al., 2014) y la glandula
submandibular del tracto digestivo (Adler et al., 2016), en la EP. Aunque el sello
histolégico de la patologia es la presencia anormal de la proteina en el tejido
cerebral (principalmente en las neuronas dopaminérgicas de la SN), lo anterior
confirma que la enfermedad es sistémica y que, por lo tanto, se puede caracterizar

por una presencia anormal de alfa-sinucleina en varios sistemas.

Su acumulacién juega un papel muy relevante en los cambios intracelulares que
provocan disfuncion o muerte celular (Wakabayashi et al., 2009) vy
neurodegeneracion en etapas avanzadas (Stefanis, 2012). En el tejido cerebral, la
presencia de la proteina no esta confinada Unicamente al cuerpo celular de las
neuronas dopaminérgicas; también se localiza en los procesos neuriticos, ligada a
las vesiculas de las terminales presinapticas, lo que potencialmente se relaciona
con su neurotoxicidad (Spinelli et al., 2014), implicando incluso una degeneracion
axonal anterior a la degeneracion del cuerpo celular (Burke & O’Malley, 2013). Su
mecanismo neurotoxico en neuronas dopaminérgicas se ha demostrado en dos
modelos murinos (Recchia et al., 2008; Zhang et al.,, 2017b). En el modelo de

Recchia et al. (2008) provocaron déficits motores en ratas, semejantes a los de la
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EP en humanos, mediante la inyeccion de una forma mutada del gen que codifica
para alfa-sinucleina en la SN derecha. En el modelo de Zhang et al. (2017b)
indujeron alteraciones motoras en ratones mediante una enzima que promueve la

agregacion anormal de la proteina al adherirse a ésta.

Asi, la acumulacién anormal de alfa-sinucleina en piel resulta un biomarcador muy
util para el diagnostico y progreso de la EP, ya que puede adquirirse in vivo, desde
etapas tempranas y con minima invasion. Es un indicador sistémico de la patologia
que, en el tejido cerebral, esta implicado no solo en la degeneracion del cuerpo de
las neuronas dopaminérgicas, sino en su degeneracion axonal. Por lo tanto, tiene
sentido que se relacione con parametros de difusion que indican anormalidades en
las fibras nigroestriatales de SB implicadas en su fisiopatologia (Braak et al., 2003;

Langston, 2006), tal y como se observa en los resultados del presente trabajo.

Las fibras nigroestriatales de SB son proyecciones dopaminérgicas que juegan un
papel muy importante en el control del movimiento voluntario y automatico (DelLong,
2000). El déficit de dopamina en su via compromete a las neuronas dopaminérgicas
y ocasiona un desequilibrio en el circuito de los nucleos basales, provocando los
sintomas motores caracteristicos de la EP (Braak et al., 2003; Langston, 2006). Es
posible analizar y reconstruir estas fibras, in vivo y de manera no invasiva, mediante
DWiIs (Concha, 2014; Pyatigorskaya et al., 2014). En este trabajo se reconstruyo el
TNE, a través de tractografia probabilistica derivada del modelo CSD, para analizar
los parametros de difusion de las fibras nigroestriatales en la EP. La tractografia no
refleja los tractos de SB reales, sino que resuelve sus trayectorias mediante
algoritmos computacionales y modelos matematicos, por lo que conlleva ciertas
limitaciones (Jbabdi et al., 2015). El procedimiento implementado en este estudio
permitid visualizar la trayectoria correspondiente al TNE en el 95% de los
participantes. No se logré visualizar el tracto en un caso aislado debido a errores de

registro que no pudieron ser corregidos.

Se distinguidé una trayectoria de la SN al estriado dorsolateral (C y P) que viaja por
la capsula interna. En algunos casos, incluso se distinguieron proyecciones laterales

al P caudal. Esto es consistente con la descripcion de la anatomia de la via
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nigroestriatal en mamiferos (Moore & Bloom, 1978), en la que los axones de la SN
compacta ascienden en un haz principal a través del tegmento ventromedial hacia
el diencéfalo rostral y la porcion medial de la capsula interna, para luego distribuirse
a lo largo del estriado dorsolateral; un haz lateral al principal corre hacia el P caudal
a través del GP en los mamiferos cuyo estriado se encuentra separado en C y P.
Una anatomia y conectividad similar de la SN y el estriado dorsolateral se ha
descrito en estudios de trazadores retrogrados (Carmona, Catalina-Herrera, &
Jiménez-Castellanos, 1991; Hontanilla, De las Heras, & Giménez-Amaya, 1996;
Lynd-Balta & Haber, 1994; Smith & Kieval, 2000).

En estudios de tractografia similares al presente (Andica et al., 2018; Tan et al.,
2015; Zhang et al., 2015), so6lo reconstruyeron el haz lateral a la via nigroestriatal
principal. En contraste con este trabajo, que incluyé al C y P como regiones blanco,
estos estudios incluyeron al GP; ademas, no derivaron la tractografia del modelo
CSD de difusién. Tan et al. (2015) y Zhang et al. (2015) emplearon el modelo DT; y
Andica et al. (2018) aplicaron el modelo NODDI (Neurite Orientation Dispersion and
Density Imaging). El modelo DT (Basser et al., 1994) es sencillo en su interpretacion,
pero resulta ineficiente para resolver la orientacion de fibras en regiones de
entrecruzamiento, donde existen mas de una poblacién de fibras orientadas
coherentemente. EI modelo NODDI es complejo de interpretar, pero estima
parametros confiables para representar adecuadamente tres ambientes de la
microestructura de las neuritas: el intracelular, el extracelular y el fluido
cerebroespinal (Zhang, Schneider, Wheeler-Kingshott, & Alexander, 2012). El
modelo CSD (Tournier et al., 2004, 2008; Tournier et al., 2007) es mas simple de
interpretar que el modelo NOODI y, por su mayor resolucion angular, resuelve la
inexactitud del modelo DT en regiones de entrecruzamiento. En este sentido, el
modelo CSD resulta idéneo para reconstruir confiablemente el TNE que,
precisamente, se localiza en una regidn por donde cruzan varias fibras,
principalmente las corticoespinales y las de la capsula interna. Otros estudios
(Theisen et al., 2017; Zhang, Larcher, Misic, & Dagher, 2017a) hallaron un perfil de
conectividad nigroestriatal mas consistente con este estudio. De manera similar,

Theisen et al. (2017) incluyeron al P como ROI; y Zhang et al. (2017a) estimaron la
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tractografia mediante el modelo de deconvolucién esférica.

Hasta ahora, la evidencia que analiza el TNE con técnicas de neuroimagen en la
EP ha sido escasa (Andica et al., 2018; Tan et al., 2015; Theisen et al., 2017; Zhang
et al., 2015). Quiza, debido a las dificultades técnicas (Jbabdi et al., 2015) que
conlleva identificar confiablemente el TNE en imagenes cerebrales. Es un tracto
pequefio que incluye proyecciones de la SN, un nucleo cerebral que también es muy
pequeino y se localiza a nivel del cerebro medio en el tallo cerebral. En las imagenes
de resonancia magnética, esta region es susceptible a artefactos de movimiento y
volumen parcial, asi como a errores de registro. Ademas, las DWIs tienen una
limitada resolucién espacial, por lo que la contaminacion del tracto por fibras que
entrecruzan o de areas adyacentes es muy probable. Tal es el caso de las fibras

corticoespinales y de la capsula interna.

El proyecto actual intentd resolver las limitaciones mencionadas mediante el
desarrollo de un procedimiento sistematizado para reconstruir el TNE. No obstante,
debido al tamafo del tracto y los artefactos de volumen parcial, fue imposible
eliminar por completo la contaminacion de las fibras que viajan por la capsula interna
para llegar a regiones frontales (Meola et al., 2016). El procedimiento consistié
inicialmente en definir adecuadamente la SN, la cual se establecié como region de
“siembra” para iniciar la trayectoria del TNE. Su segmentacion se realizé de manera
semiautomatica. A partir de un atlas estandar para edades avanzadas de los
nucleos basales (Keuken et al.,, 2014), desarrollado mediante neuroimagenes
estructurales adquiridas en un resonador magnético de 7 Teslas, se registré la SN
a las DWIs. Las inexactitudes del registro se corrigieron manualmente de acuerdo
con el conocimiento anatdémico de la SN y con ayuda de las imagenes T2-FLAIR,
debido a que su contraste permite una mejor identificacion de dicha estructura.
Posteriormente, se excluyeron de la SN los voxeles que ésta compartia con el TF y
el TCE, los cuales también se usaron como tractos control. El algoritmo de
reconstruccion tractografica inicio en la SN, incluy6 al estriado dorsolateral (C y P),
y excluy6 al TCE y a la corteza frontal. De esta manera, es preciso afirmar que el
TNE corresponde mayormente a las fibras nigroestriatales, ya que se logré atenuar
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la contaminacion de fibras cérticoespinales y de la capsula interna, lo que se
reafirma en los analisis comparativos y relacionales: sélo se encontraron efectos en

el TNE, no en el TF ni en el TCE, lo que sugiere que las fibras son distintas.

En cuanto a los analisis comparativos y relacionales, no se usaron modelos
estadisticos complejos debido a las limitaciones de los datos y la muestra. Se intento
reducir el numero de variables de volumenes y difusion mediante un analisis de
componentes principales (PCA, Principal Component Analysis), sin embargo, los
resultados no arrojaron componentes concluyentes que pudieran incluirse en otros
modelos. No obstante, los resultados actuales son muy relevantes y alentadores.
Es necesario corroborarlos con muestras mas amplias, ya que enmarcan la
importancia de incrementar y reenfocar futuras investigaciones sobre la EP hacia
las conexiones cerebrales, haciendo uso de las técnicas de difusion mas novedosas

y avanzadas. Hasta ahora, son las unicas que permiten estudiar la SB in vivo.

Se analizaron parametros de volumen y difusion en estructuras de SG (C, P, T, GP,
H, A, Acc, SNy NST) y SB (TNE) comprometidas en la EP, asi como su relacién
con variables clinicas (edad, evolucion, puntaje total UPDRS y % de alfa-sinculeina
en piel). También se analizaron el TF y el TCE como tractos control, de acuerdo con
la l6gica de que las fibras correspondientes no estan implicadas en los sintomas
motores de la EP. Para estudiar el volumen se usé un porcentaje proporcional al
total cerebral para evitar un sesgo debido a las diferencias individuales en el tamafo
cerebral. En la difusién se usaron los parametros FA y ADC del modelo DT (Basser
et al, 1994), ya que existe suficiente evidencia que los posiciona como
biomarcadores de la degeneracion dopaminérgica en la EP (Harper, Newman,
Hadley, & Grosset, 2011; Scherfler et al., 2013; Schuff et al., 2015), incluso en

modelos animales (Liu et al., 2017).

En los analisis comparativos por grupo, no se observaron diferencias volumétricas
en ninguna de las estructuras analizadas, pero si se hallaron anormalidades en
parametros de difusion en SG y en SB. Los hallazgos de volumen coinciden con
evidencia que no encuentra cambios volumétricos en estructuras subcorticales en

la EP (Theisen et al., 2017), sin embargo, Sterling et al. (2017) si encuentran
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reducciones de volumen en estructuras corticales, lo que podria sugerir que el
volumen es un parametro sensible para detectar cambios en estructuras corticales,
pero no en estructuras subcorticales en la EP. Los resultados de difusién
concuerdan con estudios que han encontrado anormalidades en estructuras de SG
(Haehner et al., 2018; Hall et al., 2016; Sterling et al., 2016; Theisen et al., 2017;
Vaillancourt et al., 2009) y SB (Hall et al., 2016; Sterling et al., 2017) comprometidas
en la EP, particularmente las fibras nigroestriatales de SB (Andica et al., 2018;
Theisen et al., 2017; Tan et al., 2015; Zhang et al., 2015). No obstante, a diferencia
de otros estudios que usaron el modelo DT y han encontrado reducciones de FA y/o
incrementos de ADC, tanto en SG (Haehner et al., 2018; Theisen et al., 2017;
Vaillancourt et al., 2009) como en SB (Tan et al., 2015; Zhang et al., 2015), en este
trabajo no se encontraron reducciones de FA, ni en SG ni en SB, y los hallazgos de
ADC fueron inconsistentes: el ADC fue mayor en el H izquierdo, y menoren la Ay
el TNE izquierdos en la EP. También hay evidencia de inconsistencias o nulo efecto
en estos parametros en investigaciones animales (Hikishima et al., 2015; Van Camp
et al., 2009) y de humanos (Andica et al., 2018; Hall et al., 2016; Sterling et al.,
2017;). Incluso, no se han encontrado asociaciones consistentes entre FAy ADC e
indicadores de la funcién dopaminérgica (Lenfeldt et al., 2017), lo que sugiere que
estos biomarcadores no son 6ptimos en la EP de manera aislada (Hirata et al.,
2017). Quiza su interpretacion sea mas precisa en conjunto con otros
biomarcadores, como el porcentaje de alfa-sinucleina en piel; este estudio confirmé

la asociacion del porcentaje de la proteina y el ADC en SB (TNE).

Si bien los hallazgos no son del todo consistentes, es claro que FA y ADC reflejan
algun tipo de cambio en la microarquitectura de las estructuras implicadas en la EP.
Una explicacion que se ha propuesto ante tales inconsistencias es la respuesta
inflamatoria (Vila et al., 2001), la cual cambiaria el patréon de difusion debido a la
gliosis en el vacio dopaminérgico. Otra posible explicacion es la intrusion de fibras
adyacentes de tractos longitudinales que incrementan la direccionalidad (Lenfeldt et
al., 2015). Se requieren futuras investigaciones que incluyan muestras mas amplias,
modelos estadisticos mas complejos e indicadores de la respuesta inflamatoria; asi

como parametros mas precisos de difusién, como los derivados del modelo CSD o
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NODDI, para corroborar y enriquecer este estudio con biomarcadores mas
adecuados para describir la compleja microarquitectura de las estructuras
implicadas en la EP, principalmente la de la SB, ya que existe evidencia sélida de
una degeneracion dopaminérgica walleriana en la patologia (Burke & O’Malley,
2013; Theisen et al., 2017).

En cuanto a los analisis relacionales, no se control6 la edad para evitar perder los
efectos encontrados. Al controlar la variable, los efectos no alcanzaban la
significancia estadistica, lo que podria deberse al tamafio de la muestra mas que a
un efecto de la edad, ya que la muestra esta pareada en esta variable y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas por grupo en la misma, ni

una asociacion con otras variables clinicas.

No se encontraron relaciones significativas entre el volumen de estructuras de SG
y SB y el progreso de la EP (puntaje total UPDRS) y las acumulaciones anormales
de alfa-sinucleina en piel. Nuevamente se confirma que el volumen no resulta un
biomarcador sensible de los cambios en estructuras subcorticales en la EP. El
puntaje total UPDRS fue considerado como un indicador del progreso de la EP

debido a su alta asociacion con los anos de evolucion de la EP.

Se hallaron relaciones moderadas significativas entre los parametros de difusion de
estructuras de SG y SB, y el progreso de la EP y las acumulaciones anormales de
alfa-sinucleina en piel, respectivamente. El mayor progreso de la EP se asocia con
reducciones de FA (en SN derecha) e incrementos de ADC (en P derecho, A
izquierda y Acc izquierdo) en estructuras de SG; mientras que las mayores
acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel se asocian con reducciones de
ADC (en el TNE izquierdo) en SB. Estos resultados son consistentes con estudios
que también encuentran asociaciones entre parametros de difusion e indicadores
del progreso de la EP (Vaillancourt et al., 2009; Zhang et al., 2015) y acumulaciones
anormales de alfa-sinucleina (Khairnar et al., 2016). Ademas, se suman a la
evidencia de inconsistencias sobre el efecto en los parametros de difusion
discutidos en parrafos anteriores, confirmando que no son 6ptimos en la EP de

manera aislada (Hirata et al., 2017). Sin embargo, el hallazgo de su asociacién con
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el porcentaje de alfa-sinucleina en piel refuerza su potencial como biomarcador en
conjunto con otros biomarcadores, particularmente en estructuras de SB, ya que la
relacion solo se observo en el TNE y, como se ha discutido anteriormente, hay
evidencia de degeneracién dopaminérgica walleriana en la EP (Burke & O’Malley,
2013; Theisen et al., 2017). Ademas, esto ultimo adquiere mayor sentido con el
hallazgo de la relacion entre las anormalidades en parametros de difusion en
estructuras de SG y el progreso de la enfermedad, pues podria sugerir que las
anormalidades en SG son mas evidentes cuando la enfermedad ha progresado, es

decir, cuando ya hubo degeneracion axonal.

Tomando en cuenta todos los hallazgos, es posible confirmar que la relaciéon entre
las anormalidades de SB y las acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel
existe y sustenta el uso potencial conjunto de ambos biomarcadores para
caracterizar la EP desde etapas tempranas, in vivo y con minima invasion; en

beneficio de diagndsticos mas tempranos y seguimientos adecuados.
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VIII. LIMITACIONES Y FUTURAS INVESTIGACIONES

Como cualquier estudio, éste presenta varias limitaciones que deben ser
consideradas. En primer lugar, la muestra es reducida, lo que repercute en los
anadlisis estadisticos. Una muestra pequena limita el alcance de los efectos
estadisticos y resulta insuficiente para realizar modelos estadisticos complejos. Las
muestras mas grandes describen con mayor precision los datos, son mas
representativas y generalizables, y permiten establecer modelos estadisticos
complejos para describir o explicar los datos con menor probabilidad de error. Por
ello, en este estudio se usaron analisis estadisticos simples, cuyos resultados deben
interpretarse con cautela y corroborarse con muestras mas amplias y modelos
estadisticos mas complejos. Sin embargo, cabe destacar que, a pesar de las

limitaciones de la muestra, se logré diferenciar al grupo con EP del grupo control.

En segundo lugar, es importante considerar que la tractografia no refleja los tractos
de SB reales, sino que resuelve sus trayectorias mediante algoritmos
computacionales y modelos matematicos, por lo que conlleva ciertas limitaciones
(Jbabdi et al., 2015). Particularmente, la reconstruccién del TNE implica varias
dificultades técnicas que deben afrontarse. Las DWIs tienen una resolucién espacial
limitada, el tracto es pequefio y se localiza en el cerebro medio en el tallo cerebral.
Por lo tanto, la regidon que ocupa en las imagenes de resonancia magnética es muy
susceptible a artefactos de movimiento y volumen parcial, asi como a errores de
registro, siendo probable la contaminacion del tracto por fibras que entrecruzan o
de areas adyacentes, como las fibras coérticoespinales y de la capsula interna. Para
afrontar dichas limitaciones, este trabajo desarrollé un procedimiento sistematizado
enfocado, principalmente, a la precisa segmentacién de la SN y la reconstruccién
del TF y el TCE para atenuar la contaminacion de las fibras correspondientes. Aun
asi, y aunque el TNE coincide con descripciones anatémicas en mamiferos (Moore
& Bloom, 1978), estudios con trazadores retrogrados (Carmona et al., 1991;
Hontanilla et al., 1996; Lynd-Balta & Haber, 1994; Smith & Kieval, 2000) y estudios
de imagen similares (Theisen et al., 2017; Zhang et al., 2017a), convendria
confirmar las proyecciones mediante histologia. Siempre es deseable validar los
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resultados de la tractografia con multiples métodos. Ademas, es necesario tener en
mente que esta técnica no puede resolver la direccionalidad de las conexiones
cerebrales, lo que hace imposible distinguir el flujo de la informacién. Sin embargo,
a pesar de sus limitaciones, es la unica que permite estudiar la conectividad
anatomica in vivo y de manera no invasiva, lo que la convierte en una herramienta
muy valiosa para estudiar la SB en patologias donde puede estar comprometida,

como lo es la EP.

Otra limitacién del proyecto es la falta de un analisis de reproducibilidad, tanto de la
tractografia como de la segmentacion de la SN. Siempre es conveniente que se
correlacionen los hallazgos de dos examinadores para corroborar los datos y evitar
cualquier tipo de sesgo individual. Ademas, se recomienda que en futuras
investigaciones se segmente la SN de acuerdo con las subdivisiones (lateral, medial
y ventral) del estudio de Zhang et al. (2017a), lo que quiza contribuya con una

reconstruccién tractografica del TNE mas precisa.

También es importante desarrollar investigaciones que incluyan parametros de
difusion mas precisos, como los derivados del modelo CSD (Tournier et al., 2004,
2008; Tournier et al, 2007) y NODDI (Zhang et al., 2012), e indicadores de la
respuesta inflamatoria. Como se observoé en este estudio, los parametros de difusion
del modelo DT (FA y ADC) son inconsistentes de manera aislada (Hirata et al.,
2017), lo que se ha propuesto que pudiera deberse a la gliosis que origina la
respuesta inflamatoria (Vila et al., 2001). Estos estudios serian de gran utilidad para
establecer biomarcadores adecuados para describir la compleja microarquitectura
de las estructuras implicadas en la EP. Estudios longitudinales, multimodales y con
medidas de desempefo cognitivo también ayudarian a producir resultados con

mayor valor clinico en la EP.
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IX. CONCLUSIONES GENERALES

En la busqueda de una relacion entre anormalidades en SB y acumulaciones
anormales de alfa-sinucleina en piel en la EP, se desarrollé un proyecto en el que
se identifico que los sintomas motores de la patologia se originan por el compromiso
de la via nigroestriatal. Para estudiarla, a partir de DWIs, se reconstruyd su
trayectoria y se generaron mapas de parametros de difusion derivados del modelo
DT, los cuales se relacionaron con el porcentaje de alfa-sinucleina en piel. A pesar
de sus limitaciones, los resultados observados son relevantes y alientan a continuar
con futuras investigaciones para extender y corroborar los hallazgos. Se pueden

derivar cuatro conclusiones principales de éstos.

La primera es que es posible reconstruir el TNE mediante un procedimiento
sistematizado de tractografia probabilistica derivada del modelo CSD, el cual
permite una descripcion confiable de la conectividad anatémica de regiones por
donde entrecruzan fibras adyacentes, como sucede en la via nigroestriatal. Este es
uno de los pocos trabajos que logran identificar la conectividad anatémica de la SN
y el estriado con el modelo CSD. La segunda es que la acumulacion anormal de
alfa-sinucleina en piel es un biomarcador sistémico muy util para el diagndstico y
progreso de la EP. Se puede adquirir in vivo, desde etapas tempranas de la
enfermedad y con minima invasion. La tercera es que, aunque los parametros de
difusion derivados del modelo DT no son consistentes de manera aislada, si son
capaces de reflejar algun tipo de cambio en la compleja microarquitectura de las
estructuras de la via nigroestriatal en la EP. Parametros derivados de modelos de
difusion mas precisos, asi como la inclusion de indicadores de la respuesta
inflamatoria permitirian comprender mejor estos resultados. Finalmente, la cuarta
es que si existe una asociacion entre los parametros de difusidén que reflejan
anormalidades en SB y las acumulaciones anormales de alfa-sinucleina en piel.
Estas conclusiones sustentan el uso potencial conjunto de ambos biomarcadores
para caracterizar la EP desde etapas tempranas, in vivo y con minima invasion, en

beneficio de diagndsticos mas tempranos y adecuados.
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