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ii.- RESUMEN 

 

 

La displasia cortical focal (DCF) es una malformación del desarrollo cortical que 

conduce a la epilepsia farmacorresistente y se caracteriza por la alteración de las 

capas corticales y neuronas anormales, como células dismórficas y células en globo. 

En la mayoría de los casos, la resección quirúrgica es una opción viable cuando la 

lesión es identificada mediante resonancia magnética. Sin embargo, la evolución 

temporal de este tipo de malformación sigue siendo poco clara y a menudo pasa 

desapercibida en las imágenes convencionales debido a la heterogeneidad y la 

sutileza de las lesiones en la corteza. Se han propuesto varios métodos novedosos 

para analizar la resonancia magnética en pacientes con DCF con el objetivo principal 

de revelar lesiones corticales sutiles. Sin embargo, la mayoría de los métodos de 

análisis utilizan imágenes macroestructurales de resonancia magnética que no 

siempre corresponden a las anormalidades microestructurales subyacentes en estas 

malformaciones. Los modelos avanzados de resonancia magnética sensible a 

difusión (IRMd) aparecen como una alternativa para evaluar las propiedades 

microestructurales del tejido complejo, como la sustancia gris. En este proyecto, 

nuestro objetivo es 1) detectar anomalías de difusión utilizando nuestro método 

novedoso llamado Multi-Resolution Discrete-Search (MRDS), y 2) caracterizar la 

magnitud y la temporalidad de los cambios en la cito- y mielo- arquitectura en la 

corteza en un modelo animal de displasia cortical. Para esto, inyectamos carmustina 

(BCNU = 20 kg/mg) y solución salina a ratas preñadas a E15. Las crías resultantes 

(BCNU = 16, Control = 16) fueron escaneadas a los 30, 60, 120 y 150 días posteriores 

al nacimiento. Creamos un sistema 2D de grid-lines como un descriptor anatómico 

común para muestrear nuestros mapas derivados del tensor de difusión y MRDS. 

Finalmente, validamos la cito- y mielo-arquitectura realizando evaluaciones 

histológicas utilizando MBP, NeuN y Foxp2. Nuestros hallazgos indican que durante 

las primeras etapas del desarrollo (30 días), las alteraciones macroestructurales en la 

DCF son extremadamente sutiles y llegan a ser indetectables a través de la imagen 

anatómica convencional. Sin embargo, nuestro uso de IRMd ha demostrado ser una 

herramienta valiosa para identificar anormalidades microestructurales. Aunque el 

tensor de difusión no reveló cambios significativos en la difusividad, nuestro método 

MRDS identificó con éxito regiones corticales con microestructura anormal 

relacionada con el desorden de las fibras radiales-tangenciales de la mielina y la 

indefinida transición de las capas y columnas corticales como lo confirmó el análisis 

histológico. Estos hallazgos sugieren el potencial uso y aplicación de IRMd avanzada 

para la detección de DCF en humanos. 
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iii.- ABSTRACT 

 

 

Focal cortical dysplasia (FCD) is a malformation of cortical development that led to 

drug-resistant epilepsy and are characterized by cortical layer disruption and abnormal 

neurons, such as dysmorphic and balloon cells. In most cases, surgical resection is a 

viable option when the lesion is targeted by magnetic resonance imaging. However, 

the temporal evolution of this type of malformation remains unclear and often goes 

under detection by conventional imaging due the heterogeneity and subtly lesions in 

the cortex. Several novel methods to analyze MRI in patients with FCD have been 

proposed with the main goal of unmask subtle cortical lesions in the cortex. 

Nevertheless, most image analysis methods use macrostructural MRI images which 

do not always correspond to the underlying microstructural abnormalities in these 

malformations. Advanced diffusion-weighted MRI (dMRI) models appears as an 

alternative to assess valuable microstructural tissue properties of complex tissue such 

as the gray matter. In this project we aim to 1) detect diffusion abnormalities using our 

novel multi-tensor Multi-Resolution Discrete-Search (MRDS) approach, and 2) 

characterize the magnitude and temporality of the cito- and myelo- architecture 

changes in the cortex in an animal model of cortical dysplasia. For this purpose, we 

injected carmustine (BCNU= 20 kg/mg) and saline solution to pregnant rats at the E15. 

The resulting pups (BCNU=16, Control =16) were scanned at 30,60,120 and 150 

postnatal days. We create a 2D grid-lines system as a common anatomical descriptor 

to sample our dMRI derivatives maps from the DTI and MRDS. Finally, we validate the 

cyto- and myelo architecture by performing histological assessments using MBP, 

NeuN and Foxp2. Our findings indicate that during the early stages of development 

(30 days), macrostructural alterations in FCD are exceedingly subtle and remain 

undetectable through conventional anatomical imaging. However, our use of dMRI has 

proven to be valuable tool for identifying microstructural abnormalities. While DTI did 

not reveal significant changes in diffusivity, our MRDS approach successfully 

pinpointed cortical regions with abnormal microstructure related to disarrangement 

myelin radial-tangential fibers and blurring columnar-layer architecture, as confirmed 

by histological analysis. These findings put forward the potential use and application 

of advance dMRI for the detection of human FCD.  
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1. INTRODUCCIÓN   

  

1.1 ORGANIZACIÓN DE LA CORTEZA CEREBRAL.  

1.1.1 Proliferación, migración y organización cortical. 

 

El desarrollo de la corteza cerebral es un proceso dinámico que involucra un conjunto 

de eventos altamente complejos y organizados, los cuales comienzan entre la séptima 

y octava semana de gestación (Marín-Padilla, 2001). Dichos eventos se dividen en 

tres etapas principalmente: 1) Proliferación y diferenciación, 2) migración neuronal, y 

3) conectividad neuronal y sinaptogénesis, como a continuación se detalla.  

Durante el desarrollo de la corteza, esta es poblada por dos tipos principales de 

células: neuronas y glía, las cuales siguen diferentes patrones de desarrollo y 

migración. Estas dos poblaciones se generan principalmente en las zonas 

proliferativas ventriculares y subventriculares adyacentes a los ventrículos laterales 

del cerebro (Buchsbaum & Cappello, 2019). Dichas células, a las cuales llamaremos 

precursoras, entran en un proceso masivo de proliferación celular que inicia alrededor 

de la quinta y sexta semana de gestación, decreciendo a partir de la semana dieciséis 

y finalizando entre la semana veintidós y veinticinco de gestación (Pang et al., 2008). 

Debido a que el proceso de proliferación es de alta demanda, las células precursoras 

entran en dos patrones de división celular simultáneo: simétrico y asimétrico. La 

división simétrica, da lugar a dos células idénticas que se continúan dividiendo de 

manera homogénea sin migrar de la zona ventricular. Mientras que la división 

asimétrica da lugar a dos células precursoras. Una de estas seguirá entrando 

nuevamente al ciclo de división, mientras que las otras darán lugar a neuronas 

inmaduras (neuroblastos). Estos neuroblastos no volverán a dividirse y migrarán 

desde la zona intermedia ventricular hasta su lugar final de diferenciación en la 

corteza cerebral (Brown et al., 2001; Noctor et al., 2004). Esta última diferenciación, 

depende de un proceso interno de expresión génica (activación y/o represión de 

ciertos genes), que determinará si dicha célula se convertirá en neurona o glía 

(Bianchi, 2018).  

El proceso de migración puede ser clasificado en dos tipos. 1) La migración radial que 

abarca del 80-90% de las neuronas corticales, en su mayoría piramidales, que van 

desde la zona de proliferación hacia la superficie pial. Esta migración radial es a su 

vez es liderada por los procesos de las células gliales que abarcan todo el espesor 

cortical (Ayala et al., 2007). 2) La migración tangencial, donde las neuronas, en su 

mayoría interneuronas GABAérgicas, se desplazan de manera ortogonal al grosor 

cortical. Sin embargo, se ha visto que hay cierta heterogeneidad en los patrones de 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=EWQcUF
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=3J2PhY
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=AJxJoY
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=5VGd3D
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migración tanto para neuronas piramidales como interneuronas y que distintos tipos 

de células específicas pueden tomar uno o ambos patrones de migración (Kriegstein 

& Noctor, 2004).  

Una vez terminada la proliferación y migración neuronal, se da la formación de 

conexiones neuronales fundamental para el desarrollo normal del cerebro. Este 

proceso, junto con la sinaptogénesis, es dinámico y ocurre a lo largo de la segunda 

mitad de la gestación en adelante. En la corteza, la formación de conexiones sigue el 

mismo patrón que sigue la migración radial (de adentro hacia afuera), empezando por 

las ramificaciones de la capa seis hasta la formación de conexiones tangenciales 

cortas entre áreas corticales y subcorticales al final de la gestación (Budday et al., 

2015). No obstante, otros componentes de la corteza como la glía y los capilares 

juegan un papel fundamental para la formación correcta de la conectividad neuronal 

(Barres, 2008).  

 

1.1.2 Cito-arquitectura y mielo-arquitectura. 

 

El espesor de la neocorteza está determinado por sus seis capas corticales. Sin 

embargo, el espesor de cada una de las capas en las diferentes áreas corticales no 

es homogénea. Esto debido a que el grosor de cada capa cortical estará determinado 

por la especificidad funcional de las diferentes neuronas que habitan en la corteza. 

Por ejemplo, en la corteza somatosensorial, encontramos que la capa IV granular es 

particularmente más gruesa ya que es la encargada de recibir una gran cantidad de 

proyecciones de entrada provenientes del tálamo. Siguiendo la misma premisa, en 

las áreas motoras, la capa cortical V de tipo agranular, donde habitan las neuronas 

gigantes de Betz, superan el espesor comparado con las áreas no-motoras granulares 

(Grow, 2018). Las características cito-arquitectónicas de cada capa cortical de la 

corteza motora se pueden visualizar en la Figura 1.  
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Figura 1. Cito- y mielo-arquitectura de la corteza estereotípica. De lado izquierdo la 

corteza en corte coronal con la representación de tres áreas primarias y secundarias 

de Brodmann. Del lado contrario un esquema del arreglo cito- y mielo- arquitectónico 

en las seis capas corticales de la corteza motora.  

 

Los trabajos de Brodmann (Brodmann, 1909) facilitaron el estudio de la cito-

arquitectura cortical al identificar y describir 52 áreas basándose en las diferencias 

arquitectónicas observadas en los distintos tipos de corteza. Por ejemplo, la corteza 

motora primaria es conocida como el área de Brodmann 4, o la corteza 

somatosensorial primaria sería el área de Brodmann 2, y así sucesivamente 

cubriendo toda la superficie cortical (Figura 1) 

Sin embargo, el patrón de las capas corticales no está solamente dado por el arreglo 

cito-arquitectónico. En 1840 fue Baillarger (Baillarger, 1840) el primero en observar 

que la corteza tiene diferentes patrones de mielinización a lo largo del manto cortical. 

Más adelante, con los avances en las técnicas de tinción, fueron los trabajos de Vogt 

y Vogt (Vogt & Vogt, 1919) al describir que efectivamente las seis capas corticales 

están microscópicamente definidas por el patrón de fibras mielinizadas, y le darían 

vida a lo que llamamos actualmente mielo-arquitectura.  

Debido a que la mielo-arquitectura es capaz de revelar este patrón de laminación 

cortical, resulta de gran utilidad al tratar de identificar un gran número de áreas 

corticales que posiblemente coincidan con el atlas cito-arquitectónico. Vemos que en 

las capas IV y V las bandas de Baillarger están claramente delimitadas de fibras 

mielinizadas compactas, mientras que en la capa II son prácticamente inexistentes 

(Figura 1) (Jones & Peters, 2012). 

 

1.1.3 Comparación del desarrollo cortical en roedores y humanos. 

 

 

El desarrollo cortical en roedores sigue un proceso similar al de los humanos. Tanto 

humanos como roedores comparten que la fase de proliferación neuronal está dada 

por la división asimétrica y simétrica desde la zona ventricular. Sin embargo, la 

ventana de tiempo en la neurogénesis varía entre especies. En roedores, las 

neuronas son generadas entre los días embrionarios 11 y 17, mientras que en 

humanos esta producción comienza a partir de la semana de gestación nueve 

(Cadwell et al., 2019).  

 

Ambos muestran patrones de laminación cortical de adentro hacia afuera y lidereados 

por la migración tangencial y radial, sin embargo, la proporción difiere entre especies. 
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En humanos, la gran mayoría de la glía radial que entra en contacto con la superficie 

pial son originadas a partir de las células que habitan en la zona ventricular externa 

(OSVZ), la cual es mucho más extensa y dinámica en comparación a la del roedor 

(Figura 2-A). Los roedores en este caso no experimentan una transición de desarrollo 

tan dinámica, ya que esta actividad se da de manera continua entre las superficies 

ventriculares y piales, incluso hasta el final de la neurogénesis (Molnár & Clowry, 

2012). En la figura 2-B podemos observar los tiempos en el que cada capa cortical se 

va desarrollando de acuerdo a la especia. Por ejemplo, las capas más superficiales 

VI y V tienen su pico de desarrollo entre E11 y E13 en roedores, mientras que en 

humanos se da entre E48 y E66. 

 

Si bien a pesar de que los roedores son valiosos para investigar y entender procesos 

neurobiológicos, en muchas ocasiones carecen de especificidad en ciertos aspectos 

que son propios, en este caso, del desarrollo humano. 

 

 

Figura 2.  Comparación entre el desarrollo cortical en roedores y humanos. A) 
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Esquema de las diferencias en la proliferación y expansión en la formación de la 

corteza cerebral. B) Periodos clave en la neurogénesis y formación de las capas 

corticales. Las líneas punteadas señalan los días embrionarios aproximados por 

especie (Imagen tomada de Cadwell et al., 2019). 

 

1.2 MALFORMACIONES DEL DESARROLLO CORTICAL 

(MCD) 

1.2.1 Generalidades de las MDC 

 

El desarrollo de la corteza cerebral en los humanos es un proceso altamente complejo 

y bien organizado. Y cualquier disrupción en algunos de estos procesos puede 

contribuir en la aparición de un gran rango de desórdenes en el desarrollo llamados 

malformaciones del desarrollo cortical (MDC). Las MDC comprenden un grupo 

complejo e importante de alteraciones. Por lo general, están caracterizados por un 

desarrollo cortical anormal, con etiología genética variada, anormalidades anatómicas 

importantes (ej. tamaño anormal del cerebro, irregularidad en la estructura cortical y 

sustancia gris heterotópica) y por consecuente, diversas manifestaciones clínicas  

(Pang et al., 2008; Severino et al., 2020)  

Dicho esto, las MDC se clasifican dependiendo de la etapa en la que hubo una 

disrupción en el desarrollo del cerebro. La primera clasificación fue introducida por 

Barkovich et al. en 1996, que gracias a los avances en la imagenología y de 

aplicaciones genéticas, esta clasificación ha sido modificada a lo largo del tiempo. La 

modificación más reciente (Barkovich et al., 2012) sostiene que las MDC se dividen 

en tres grandes grupos: 1) proliferación y apoptosis celular, 2) migración celular y 3) 

desarrollo post-migración. En casos en donde existe una reducción de la proliferación 

o incremento de la apoptosis probablemente dará como resultado en una microcefalia, 

mientras que un aumento de la proliferación y reducción de la actividad de apoptosis 

puede causar una megalencefália. Por otro lado, una proliferación anormal, también 

llamada disgenesia, puede resultar en una displasia cortical focal y/o megalencefália 

acompañada de malformaciones corticales. Las anormalidades de la migración 

neuronal ocasionadas por una interrupción, ya sea que el proceso termine en una 

etapa muy temprana o muy tardía, puede traer consigo malformaciones como la 

lisencefalia (Di Donato et al., 2017), microcefalia, y disgiria (Desikan & Barkovich, 

2016). A pesar de que el proceso post-migracional se extiende desde el periodo 

intrauterino hasta la vida extrauterina, la disrupción de la maduración neuronal y 

axogénesis puede traer consigo malformaciones como microcefalia secundaria y 

polimicrogiria (Barkovich et al., 2012; Budday et al., 2015)   

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=xMUKcI
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=JP584V
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=eaczf9
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=zmGDJ7
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Las MDC son responsables de aproximadamente el 40% de los casos de epilepsia 

farmacorresistente (inefectividad del medicamento para curar, en este caso, las crisis 

epilépticas) en la población infantil. Una característica destacada de las MDC son sus 

asociaciones con un rango amplio de déficits cognitivos incluyendo la discapacidad 

intelectual de moderada a severa y el autismo (Pasquier et al., 2002). 

Afortunadamente, gran parte de las MDC pueden ser identificadas hoy en día 

mediante estudios de resonancia magnética, en la cual se puede determinar la 

severidad de la malformación a través de las irregularidades en la superficie cortical, 

la limitación entre la sustancia blanca y la sustancia gris, el grosor cortical, entre otras 

anormalidades corticales asociadas (Guerrini & Dobyns, 2014) 

 

1.2.2 Displasia cortical. 

 

La displasia cortical focal (DCF), como se mencionó anteriormente, es una MDC que 

surge como consecuencia de una proliferación o diferenciación anormal tanto de las 

neuronas como de la glía (Crino, 2015; Severino et al., 2020). La DCF fue descrita 

por Taylor y colaboradores en 1971, reportando una desorganización cortical con 

presencia abundante y anormal de células en forma de globo. Actualmente, la DCF 

se define como un conjunto de rupturas anatómicas caracterizadas por la pérdida de 

laminación normal de la corteza cerebral. Es importante resaltar que la severidad de 

esta lesión puede variar, manifestándose como una ligera deslaminación con 

apariencia normal de las neuronas hasta una pérdida completa de la organización 

laminar con células dismórficas, neuronas desorientadas entre láminas, neuronas 

gigantes y células en globo (Figura 3) (Blümcke et al., 2010; Guerrini et al., 2015; 

Palmini et al., 2004). La localización anatomopatológica y el cómo se presentan estas 

células anormales tiene una elevada variabilidad, afectando tanto la arquitectura 

cortical como la unión entre la sustancia gris y la región subcortical de sustancia 

blanca (Guerrini et al., 2015).  

Existen varias clasificaciones para describir a la displasia cortical, siendo la propuesta 

por la Liga Internacional en Contra la Epilepsia (ILAE por sus siglas en inglés) 

(Blümcke et al., 2010; Najm et al., 2022) es la más aceptada para entender las 

características histológicas que presenta cada tipo de DCF (Tabla 1). 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=SqLXDZ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=hMjXS8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=hMjXS8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=WcPIPk
https://www.zotero.org/google-docs/?cgoxGO
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Figura 3. Anormalidades de la cito-arquitectura en sujetos con displasia cortical focal 

mediante inmunohistoquímica (NeuN). A) Corteza normal con capas corticales bien 

definidas. B) DCF tipo 1A definida por micro-columnas verticales. C) DCF tipo| 1B 

está caracterizada por una pérdida de la laminación cortical y con un grosor cortical 

disminuido. D) DCF tipo 2b muestra una perdida completa de la organización cortical 

acompañado de neuronas dismórficas. E, F, G, H) DCF asociadas a una enfermedad 

subyacente. 
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Tabla 1. Clasificación internacional de la displasia cortical focal (DCF) propuesta por 

la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) (Blü mcke et 

al., 2010; Najm et al., 2022) 

 

Actualmente, las displasias corticales son consideradas como una de las principales 

causas de epilepsia refractaria a fármacos en la población infantil (Garner et al., 2022; 

Kabat & Król, 2012),. Aunque suelen aparecer como lesiones sumamente sutiles, 

pueden llegar a ser altamente epileptogénicas y de difícil diagnóstico. Hoy en día se 

estima que el 76% de los pacientes con displasia cortical van a presentar epilepsia 

refractaria en algún punto de su vida (Gálvez et al., 2009). 

Actualmente las DCF representan una serie de retos al momento de estudiarlas ya 

que el problema no solamente radica en su fármaco-resistencia, sino también en su 

gran heterogeneidad y desconocido mecanismo fisiopatológico. En las últimas 

décadas se ha recopilado fuerte evidencia hacia el papel de la vía mTOR (Mammalian 

Target of Rapamycin, por sus siglas en inglés) como una causante de la DCF. Esta 

vía de señalización está involucrada naturalmente en una gran variedad de procesos 

y funciones celulares, tales como la proliferación y crecimiento celular, metabolismo 

y autofagia durante el desarrollo neurológico (Lee et al., 2022). Estudios recientes han 

reportado una hiperactivación en la señalización de la quinasa PI3K de la vía mTOR 

(Ljungberg et al., 2009) que se encarga de controlar el tamaño celular, el desarrollo y 

migración neuronal, y que podría estar contribuyendo a la patogénesis de la DCF 

(Schick et al., 2007). 

Junto con los desafíos inherentes a los mecanismos subyacentes de su 

epileptogenicidad, las DCF a menudo presentan dificultades considerables en su 

diagnóstico. Estas lesiones corticales tienden a manifestarse de manera sutil en 

muchos casos, complicando su detección mediante estudios convencionales de 

imagenología clínica. Lo que resulta en diagnósticos insuficientes y con 

improbabilidad de acceder a la resección quirúrgica, lo cual tiene un impacto negativo 

directo en la calidad de vida de los pacientes.  

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?cfpYf8
https://www.zotero.org/google-docs/?cfpYf8
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=P8QUOE
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=P8QUOE
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=qsdWNU
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1.3 IMAGENOLOGÍA POR RESONANCIA MAGNÉTICA.   

1.3.1 Introducción y conceptos básicos. 

 

La Imagenología por Resonancia Magnética (IRM) es en la actualidad una de las 

técnicas no invasivas más utilizadas para estudiar un tejido con gran resolución 

espacial, incluyendo el cerebro. La IRM nos permite crear una gran variedad de 

imágenes anatómicas utilizando campos magnéticos y señales de radiofrecuencia al 

resaltar diferentes contrastes a partir de la densidad de protones adyacente a cada 

tejido (van Geuns et al., 1999) 

En la clínica, la IRM es la técnica más utilizada para identificar a los pacientes que 

sufren de epilepsia fármaco-resistente como consecuencia de la DCF. Esta técnica 

nos permite monitorear los cambios estructurales a nivel cerebral de manera 

longitudinal y seleccionar a aquellos pacientes que podrían ser candidatos al 

tratamiento quirúrgico. Este último punto es fundamental ya que la probabilidad de 

control de las crisis es muy alta tras la resección quirúrgica del foco epileptógeno. 

Algunos de los hallazgos comúnmente encontrados muestran un borramiento en el 

borde de la sustancia gris y la sustancia blanca, signo trans-manto, adelgazamiento 

de la corteza e hiperintensidades en imágenes pesadas a T2 y FLAIR (Figura 3) 

(Barkovich et al., 2001; Palmini et al., 2004; Urbach et al., 2022). También se ha 

observado una asimetría en el patrón de los surcos en comparación con la región 

contralateral (Gentile et al., 2016).  

 



19 

 

Figura 4. Imágenes pesadas a T2-FLAIR con hallazgos comúnmente encontrados en 

DCF. Los cuadros amarillos resaltan: A) Hiperintensidad en las areas subcoticales de 

la corteza parietal izquierda, B) Lesión focal en el giro temporal superior con un 

borramiento entre la sustancia gris y blanca. C) Hallazgo en la corteza parietal 

derecha muestra una disminucion en el grosor cortical acompañado de un 

borramiento en el borde de la sustancia blanca y gris. D) Hiperintensidad en la 

sustancia blanca subcortical parietal izquierda con signo trans-manto  (Imagen 

tomada de Gaillard, F., 2023).   

 

El problema de las DCF radica en que alrededor del 40% de las lesiones causadas 

son tan sutiles que ni las imágenes obtenidas por resonancia magnética convencional 

son capaces de evidenciarlas, imposibilitando su resección quirúrgica (Spitzer et al., 

2022).   

En las últimas décadas se han desarrollado nuevos métodos para procesar las 

imágenes de resonancia magnética con el objetivo de intensificar los contrastes 

utilizando mapas cuantitativos (Bernasconi et al., 2001; Bonilha et al., 2006), o incluso 

el uso de inteligencia artificial (Bastiani et al., 2016; Gill et al., 2021; Spitzer et al., 

2022). Sin embargo, estos avances tienen como objetivo la adquisición de imágenes 

anatómicas que reflejan la macroestructura cortical. A pesar de dichos esfuerzos, la 

detección de las DCF sutiles sigue siendo un reto para la clínica e investigación. En 

este sentido, resulta atractivo el uso de la resonancia magnética sensible a difusión, 

pues permite evaluar la microestructura de la corteza cerebral de manera no invasiva 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=iuPGjV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=iuPGjV
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=M9XWpX
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=M9XWpX


20 

utilizando el fenómeno de la difusión del agua. Dicha herramienta podría informar 

sobre la mielo-arquitectura cortical y ser de gran utilidad para diagnosticar y estudiar 

las DCF sutiles.    

 

1.3.2 Resonancia magnética sensible a difusión 

 

Las imágenes por resonancia magnética sensibles a la difusión del agua (IRMd) 

proveen una manera no invasiva de identificar las propiedades o características 

microestructurales de los tejidos. El fenómeno de difusión está basado en el 

movimiento aleatorio de las moléculas de agua dentro de un voxel, también llamado 

movimiento Browniano (Einstein, 1905). Einstein explicó que la relación que hay entre 

la distancia promedio y el intervalo de tiempo en el desplazamiento de las moléculas 

está dada por la viscosidad del medio y sobre todo por la temperatura (Chenevert, 

2010). El fenómeno está representado en la siguiente fórmula: < x2 > = 2 D Δ, donde 

< x2 > representa el desplazamiento cuadrático medio de las partículas durante un 

intervalo de tiempo Δ y 2D siendo la dimensionalidad del coeficiente de difusión. 

Debido a que la difusión de las moléculas provee información acerca de la interacción 

que existe entre el desplazamiento del agua y el espacio extra- e intracelular del tejido 

nervioso, la IRMd se convierte en una herramienta altamente sensible a estas 

propiedades. Gracias a los aportes de Hahn en la creación del eco de spín (Hahn, 

1950) y más adelante Stejskal y Tanner, se facilitó la manera de cuantificar los 

coeficientes de difusión con el uso de la secuencia de pulsos de gradiente con eco 

spin (PGSE). Estos autores, introdujeron la idea de medir los coeficientes de difusión 

usando pulsos de gradientes antes y después de la aplicación del pulso de 180° de la 

secuencia tradicional de eco de spín. Esta secuencia consiste en que el primer pulso 

de gradiente causa un desfase rápido y controlado de los spines, así que una vez 

aplicado el pulso de 180°, el cual provoca el refase de los spines, se aplica 

nuevamente el mismo pulso de gradiente para compensar el desfase que fue 

ocasionado por el primer pulso de gradiente y con esto medir cuál fue el 

desplazamiento de las moléculas (Stejskal & Tanner, 1965).  
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Figura 4. Diagrama de la secuencia de Stejskal y Tanner para el cálculo de la difusión. 

La sensibilidad de difusión (valor de b) está dado por la duración (δ), la fuerza (G) del 

pulso de gradiente y el intervalo entre dos pulsos (Δ), y donde γ es la constante 

geomagnética.   

 

  

Debido a que el valor de b es proporcional a la magnitud de los gradientes de difusión, 

el desfase que es provocado es proporcional a medida que se incrementa este valor. 

La señal de difusión dada por estos pulsos de gradientes está expresada en la 

siguiente ecuación: S = S0 e -b.D, suponiendo que existe un movimiento browniano 

donde se obtiene una disminución exponencial de la señal. Aquí, S0 es la amplitud de 

la señal en caso de no aplicar gradientes de difusión, es decir una imagen pesada a 

T2, b es el parámetro que define la energía del gradiente de difusión y D el coeficiente 

de difusión promedio de las moléculas de agua dentro de un voxel (Le Bihan et al., 

2001).  

Sin embargo, la medición de los coeficientes de difusión hace una suposición 

importante a considerar, y es que todo desplazamiento de las moléculas de agua se 

da de manera Gaussiana, donde no existe ninguna direccionalidad dependiente 

adyacente. A pesar de que la mayoría de los tejidos exhiben una isotropía a la difusión 

del agua (lo cual significa que su direccionalidad no depende de cómo las moléculas 

de agua se desplazan, ya que todas se distribuyen de manera homogénea). Sin 

embargo, encontramos que el tejido neurológico exhibe una alta anisotropía, ya que 

la movilidad de las moléculas de agua varía en función al arreglo de fibras 

mielinizadas, especialmente de la sustancia blanca, la cual exhibe una gran 

coherencia en su organización y orientación (Beaulieu, 2002; Chenevert, 2010; 

Moseley et al., 1990).  
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Figura 5. Difusión isotrópica y anisotrópica. A la derecha, ejemplo de la difusión 

isotrópica o libre en donde las moléculas de agua se desplazan hacia cualquier 

dirección, como la que encontramos en el líquido cefalorraquídeo en el cerebro. En el 

lado derecho, representa la difusión anisotrópica de fibras nerviosas, en donde las 

moléculas se desplazan en una dirección preferente dada por la restricción de la 

propia estructura anatómica.  

 

1.3.3 Lo clásico: El tensor de difusión. 

 

 El modelo matemático conocido como imagen por tensor de difusión (DTI, por sus 

siglas en inglés) (Basser et al., 1994) que, a través de las diferentes direcciones de 

gradientes codificadas en las imágenes sensibles a difusión, puede cuantificar y 

analizar la dirección y magnitud de la difusión del agua en diferentes tejidos 

biológicos. Este proceso se resume en una matriz tridimensional D simétrica y definida 

positiva, que refleja la complejidad de la difusión en cada voxel. 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=Am4Qqp
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Figura 6. Representación del tensor de difusión. Del lado izquierdo está la matriz de 

covarianza en donde Dxx, Dyy y Dzz son los coeficientes de difusión en las direcciones 

x, y, z. A la derecha es la representación del tensor por un elipsoide con sus tres 

eigenvectores y eigenvalores.  

 

Es importante resaltar que la matriz D es simétrica, puesto que la difusión se asume 

Gaussiana. Sin embargo, a pesar de que el tensor de difusión contiene información 

de los coeficientes de difusión en seis direcciones, no necesariamente coincide con 

la orientación del tejido (Vidal et al., 2020). El modelo del tensor permite obtener 

diferentes parámetros como: 1) Fracción de Anisotropía (FA), la cual indica la relación 

de los coeficientes de difusión en varias direcciones y determinará la direccionalidad 

de la difusión en un voxel; 2) Difusión Axial (DA), la cual mide la magnitud del 

coeficiente de difusión en la dirección en que está orientado el tejido (la dirección 

preferente será denominada λ1); y 3) Difusión Radial (DR), parámetro que contiene el 

valor del coeficiente de difusión en las direcciones perpendiculares a la dirección 

preferente (denominándose como λ2 y λ3, respectivamente) (Alexander et al., 2007). 

Dichos parámetros de difusión permiten la creación de mapas cuantitativos que 

permiten medir la magnitud, orientación y grado de anisotropía de la difusión en una 

población de fibras en un voxel.  Por ejemplo, FA está relacionada con la 

direccionalidad de la difusión, DM la variación y densidad de células y membranas, 

DR cuantifica la pérdida o ganancia en la mielinización, mientras que DA es sensible 

a la degeneración axonal (Alexander et al., 2007).   

A pesar de que el tensor ha sido ampliamente utilizado para la evaluación de la 

microestructura, este tiene algunas grandes desventajas y su interpretación debe ser 

cuidadosa ya que es susceptible al ruido, volumen parcial (combinando voxeles con 

señales de sustancia blanca, sustancia gris y/o líquido cefalorraquídeo), y a regiones 

de la sustancia blanca con entrecruce de fibras. Este último representa un reto para 

su correcta interpretación biológica. En áreas donde existen dos o más entre cruce 

de fibras, por ejemplo, el centro semioval o el fascículo uncinado, el tensor tiende a 

ajustar un elipsoide circular y con ello una fracción de anisotropía en valores cercanos 

a 0. Esto lleva a una incorrecta correlación entre de los datos cuantitativos derivados 

de los mapas del tensor y el tejido real adyacente.   

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RFdSnp
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1.3.4 Modelos avanzados: Deconvolución esférica, modelos biofísicos y 

multi-tensor. 

 

Debido a que el tensor de difusión resulta insuficiente para describir tejidos con 

arquitectura mucho más compleja como lo es la corteza cerebral, existen otros 

métodos para describir la difusión del agua, como la deconvolución esférica, los 

modelos multi-tensor y los modelos biofísicos, que, a pesar de ser modelos 

desarrollados para explicar la difusión en la sustancia blanca, pueden ser de gran 

utilidad a la hora de explorar la corteza cerebral.  

Los métodos multi-tensor son una extensión lógica del propio DTI, que como su 

nombre lo indica, puede calcular mas de un tensor por cada voxel, conservando las 

suposiciones de Gaussianidad. Existen multi-tensores que estiman la difusión en cada 

voxel de la misma manera, dando como resultado dos tensores completamente 

simétricos en su forma (Caan et al., 2010; Filatova et al., 2018). Así como otros que 

pueden calcular la forma (eigenvalor) y orientación (eigenvector) de cada tensor de 

manera independiente entre ellos, obteniendo perfiles de difusión con características 

distintas. Tal es el caso del método MRDS (Multi-Resolution Discrete-Search) 

(Coronado-Leija et al., 2017), que determina la orientación y número de poblaciones 

de fibras nerviosas existentes en un voxel a partir de algoritmos complejos y del cual 

usaremos como base en este proyecto de investigación (ver en 1.3.5).  

La deconvolución esférica (SD, por sus siglas en inglés) ha sido ampliamente utilizada 

para estudiar la sustancia blanca ya que es capaz de estimar la distribución de las 

orientaciones de las fibras en cada voxel sin la necesidad de hacer ninguna 

suposición a priori acerca de las características de la población de fibras existentes 

(Tournier et al., 2004). Aquí, la SD reconstruye las orientaciones a partir de la función 

de respuesta constante directamente de la señal de difusión. Una de las grandes 

ventajas de utilizar SD es que computacionalmente es poco demandante y no 

requiere de adquisiciones complejas para el uso clínico, sin embargo, carece de 

especificidad de la microestructura. Para sobrellevar las limitantes de DTI y SD, se 

fueron desarrollando modelos biofísicos, que buscan identificar las características de 

la microestructura que está siendo modelada por la señal de difusión (Jespersen, 

2018). El concepto de los modelos biofísicos gira entorno a la compartimentación de 

la difusividad del agua como referencia a cada una de las características 

microestructurales de un tejido en particular, es decir que, la señal total de difusión es 

la suma de señales generadas por la difusión en diferentes compartimentos (Jelescu 

et al., 2020). Por ejemplo, en cada voxel podemos extraer información de tejido 

específicos y representarlos con figuras geométricas como los Sticks para la 

información intracelular, Ball y Zeppelin para la extra-celular, entre otros  (Behrens et 

al., 2003). A pesar de que estos modelos han sido de gran ayuda para estudiar 

diferentes fenómenos biológicos, la robustez en su precisión sigue siendo un reto para 

el uso estándar clínico (ver en discusión).   
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1.3.5 Multi-tensor: Multi-Resolution Discrite-Search (MRDS) 

 

Partiendo de que los métodos multi-tensor son una extensión lógica del DTI, el ajuste 

de MRDS involucra una serie de pasos. En primer lugar, se calculan los valores 

escalares del tensor de difusión al estimar una función de respuesta (similar a la 

utilizada en SD; Tournier  et al., 2004). Para este propósito, se seleccionan voxeles 

de IRMd con alta probabilidad de contener una sola población de fibras (por ejemplo, 

el cuerpo calloso) que exhiben valores elevados de FA y un promedio de MD. Aquí, 

se excluyen voxeles con FA <0.95, MD < 0.1x10-3 y MD < 3x10-3 para evitar ruido y 

artefactos.  

Una descripción general de la manera en que MRDS resuelve el número de 

orientaciones y poblaciones de fibras, está basado en una serie de pasos:  

1.- Primero realiza una búsqueda discreta de todas las combinaciones de 

orientaciones posibles en alta resolución en una media esfera.  

2.- Donde por cada grupo de configuraciones posibles, se crea un diccionario 

seleccionando los átomos de hidrógeno asociados a esa orientación en 

particular y así consecutivamente.  

3.- Una vez obtenidas las orientaciones, se calculan los perfiles de difusividad 

paralela y perpendicular para cada población de fibras axonales, por separado. 

4.- Finalmente, se determina el número de poblaciones de fibras a partir de la 

selección de modelo. Aquí, se utilizó el Criterio de Información Bayesiano 

(BIC), que a partir de penalizaciones por el número de parámetros evita el 

sobreajuste. Entre valores más bajos de (BIC < 2) mejor la selección del 

modelo de cuantos son los tensores que mejor explican los datos. La fórmula 

es: 𝐵𝐼𝐶 = 𝑝ln(𝑀), donde  𝑝  representa el número de parámetros y 𝑀 el número 

de orientaciones. 

 

Una de las grandes ventajas de MRDS es que este tiene la habilidad de estimar 

diferentes perfiles de difusión por cada población de fibras por cada voxel. Además, 

el uso de diccionarios y la optimización no lineal del tensor de difusión hace que este 

método sea robusto y estable para resolver configuraciones microestructurales 

complejas como es el entrecruce de fibras a un ángulo de <45° (Coronado-Leija et al., 

2017).  
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2. JUSTIFICACIÓN  

 

La heterogeneidad que presentan las displasias corticales dificulta tanto el diagnóstico 

como el estudio de dichas lesiones a nivel clínico. En algunos casos, la lesión per se 

no resulta epileptogénicas, aunque presente todas las características anatómicas 

para convertirse en un foco epiléptico. En contraparte, hay otras lesiones displásicas 

que sí resultan epileptogénicas pero que, dada su sutileza anatómica, representan 

verdaderos retos por lo difíciles de encontrar mediante resonancia magnética 

convencional, dejando pocas opciones viables de tratamiento. Se han realizado 

muchos esfuerzos por mejorar las técnicas de detección mediante imagen con el uso 

de adquisiciones que mejoran el contraste como T1, T2 o FLAIR (Fluid Attenuated 

Inversion Recovery) (Kabat & Król, 2012; Lorio et al., 2020) o el uso de métodos de 

procesamiento de imágenes generando mapas cuantitativos que puedan brindar 

mayor información acerca de estas lesiones sutiles (Bernasconi et al., 2001; Bonilha 

et al., 2006; Gill et al., 2021), así como el uso de campos magnéticos más poderosos 

(Wang et al., 2021). Sin embargo, aunque estos nuevos acercamientos parecen ser 

prometedores para el manejo clínico, existe una necesidad latente de desarrollar 

mejores técnicas de análisis para lograr una detección y diagnóstico adecuado. Dado 

que la resonancia magnética convencional para estudiar la macroestructura cortical 

ha resultado insuficiente, en este trabajo proponemos un abordaje para analizar y 

estudiar la microestructura de la corteza cerebral con resonancia magnética sensible 

a difusión que puede ser usada como una posible herramienta que nos facilite el 

estudio de la cito- y mielo- arquitectura para entender dichos cambios que suceden a 

un nivel que otras técnicas no son posibles de alcanzar.  
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https://www.zotero.org/google-docs/?broken=1srYr2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vpcuh1
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3. HIPÓTESIS  

 

La resonancia magnética sensible a difusión nos permitirá detectar y evaluar 

longitudinalmente los cambios inducidos por la carmustina a nivel de la 

microestructura de la corteza cerebral.  

  

4. OBJETIVO GENERAL  

 

A través del modelo de displasia cortical inducida por carmustina y el uso de la 

resonancia magnética sensible a difusión, podremos evaluar longitudinalmente los 

cambios cito-arquitectónicos de la corteza cerebral y correlacionarlos con los 

resultados obtenidos a nivel histológico.  

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 

1. Caracterizar la magnitud y la temporalidad de los cambios 

microestructurales que ocurren en corteza cerebral en un modelo de 

displasia cortical inducida por carmustina.  

 

2. Determinar la validez de las métricas imagenológicas empleadas para 

evaluar los cambios microestructurales mediante su correlato histológico.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

 

 5.1 MODELO ANIMAL DE DISPLASIA CORTICAL. 

5.1.2 Antecedentes del modelo animal. 

 

Debido a que los estudios longitudinales para poder caracterizar los cambios 

estructurales y funcionales de la DCF en humanos representan grandes desafíos, es 

necesario recurrir a los modelos animales. En este sentido, el modelo de carmustina 

(1-3-bis -chloroethyl-nitrosourea, BCNU) en roedores es uno de los modelos de 

displasia cortical inducida más usados (Benardete & Kriegstein, 2002). Aquí, la 

carmustina, que es un fármaco antineoplásico de la familia de las nitrosoureas, es 

administrada a la rata gestante al día quince de gestación (E15), debido a que es un 

momento de intensa neurogénesis en las neuronas piramidales tanto de la corteza 

cerebral y en el hipocampo. El fármaco actúa interfiriendo en la replicación del material 

genético de las crías provocando un efecto mutagénico, afectando la proliferación 

neuronal y los precursores de la glía (Yamaguchi et al., 2010).  

La administración de BCNU en roedores produce lesiones cito-arquitectónicas 

descritas a nivel clínico en los humanos. Tales como reducción en el grosor cortical, 

delaminación cortical, aglomeramiento de neuronas heterotópicas y pérdida de la 

densidad neuronal (Moroni, Cipelletti, et al., 2011; Tassi et al., 2002; Yamaguchi et al., 

2010). Sin embargo y a diferencia de los pacientes con displasia cortical, el modelo 

de BCNU en roedores no provoca crisis espontáneas recurrentes, no obstante, se ha 

visto que pueden llegar a presentar hiperexcitabilidad en la corteza displásica en 

edades avanzadas de los roedores (Benardete & Kriegstein, 2002).  

 

5.1.3 Inducción de la displasia cortical.  

 

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a los protocolos aprobados 

por la junta de revisión de ética de nuestro instituto (archivo 111-A) y se realizaron de 

acuerdo a las leyes federales reglamentarias para la experimentación animal (NOM-

602-ZOO-1999) 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=sJA4DX
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=08eFUm
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Se utilizaron seis ratas gestantes de la cepa Sprague-Dawley, las cuales fueron 

inyectadas con carmustina (también conocida como BCNU) (20 mg/kg; i.p.; n=3) o el 

volumen equivalente de solución salina para los animales control (n=3) al día 15 de 

embarazo (Benardete & Kriegstein, 2002). Las crías, que son el objeto de estudio en 

este proyecto (16 BCNU y 16 Control) se alojaron con sus madres hasta el destete en 

una habitación con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con acceso ad libitum a 

alimento y agua. Posteriormente fueron escaneadas por primera vez a los 30 días de 

edad. Los siguientes escaneos se hicieron a los 60, 120 y 150 días de edad de los 

animales. En cada punto temporal, dos animales control y dos animales BCNU fueron 

perfundidos y sus cerebros procesados para análisis histológico. Cabe destacar que 

los animales tratados con BCNU no mostraron características fenotípicas o de 

comportamiento anormales desde su nacimiento hasta la última edad de escaneo. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=RkVGqc
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Figura 7. Metodología de proyecto. Aquí se muestra la secuencia de los métodos 

utilizados desde la inducción del modelo de displasia cortical en roedores, la 

adquisición de imágenes y procedimiento histológico. Los detalles se describirán en 

esta sección.  

 

5.2 RESONANCIA MAGNÉTICA SENSIBLE A DIFUSIÓN.  

5.2.1 Adquisición de imágenes.  

 

Los protocolos de escaneo se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional de 

Imagenología por Resonancia Magnética (LANIREM), ubicado dentro del Instituto de 

Neurobiología. Este cuenta con un resonador para especies pequeñas Bruker de 7T 

(Biospec 70/16) conectado a una consola con software Paravision 7.0. El equipo 

cuenta con gradientes de máxima amplitud de 760 mT/m y para la detección de la 

señal se usó una antena de superficie 2x2 de recepción. Los animales fueron 

anestesiados con una mezcla de isoflurano (4%) y oxígeno a un flujo de 2.5 l/min. Una 

vez corroborada la sedación, los animales se colocaron sobre un riel que cuenta con 

un marco de fijación y se les suministró una dosis de mantenimiento anestésico 

(isoflurano 2% y oxígeno) a un flujo similar al de la inducción. Durante el escaneo, los 

animales se colocaron dentro del magneto, razón por la cual deben mantenerse en 

normotermia mediante un sistema de recirculación de agua caliente bajo el animal. A 

todos los sujetos se les monitoreo el ritmo cardíaco, la frecuencia respiratoria y la 

saturación de oxígeno. 

Para lograr los objetivos de este proyecto, se realizaron dos tipos de adquisiciones: 

1) Imágenes con contraste T2 para evaluar la morfología cerebral a lo largo del 

tiempo, y 2) Imágenes sensibles a difusión que se utilizaron para ajustar el modelo 

del tensor y multi-tensor.   

Las imágenes sensibles a difusión se adquirieron mediante imágenes eco-planares 

con gradientes pulsados (secuencia de Stejskal-Tanner). con valores b de 670, 1270 

y 2010 s/mm² (cada uno con 90 direcciones distintas), y 14 volúmenes no sensibles a 

difusión. El protocolo se basó en un TR=2000 ms, TE=22.86 ms, ángulo de inclinación 

de 90°, matriz de 126 x 86 x 25, FOV: 22 x 15 mm y resolución espacial de 0.175 x 

0.175 x 1.0 mm3. El tiempo de adquisición de las IRMd fue de 19 minutos. Por otro 

lado, las imágenes anatómicas pesadas a T2 TurboRARE o TSE se adquirieron 

mediante un protocolo de TR= 4212.78 ms, TE= 33 ms, ángulo de inclinación de 

141.72°, matriz de 256 x 256 x 26, FOV: 30 x 30 mm y una resolución espacial de 

0.117 x 0.117 x 1.200 mm3. El tiempo de adquisición de las imágenes anatómicas fue 
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de 5 minutos. Las imágenes T2 fueron pre-procesadas utilizando el atlas SIGMA 

(Barrière et al., 2019)  como molde para homogeneizar y corregir imperfecciones.  

 

5.2.2 Análisis de imágenes sensibles a difusión. 

 

Las imágenes fueron primero pre-procesadas (Panel I, Figura 7) aplicándoseles un 

“denoising” para eliminar el ruido de la señal (Veraart et al., 2016), eliminación de del 

artefacto “Gibb’s ringing” (Kellner et al., 2016) y posteriormente la corrección de 

inhomogeneidades inducidas por los gradientes de difusión y potencial movimiento 

del animal durante la adquisición de imágenes inducidas por corrientes Eddy o 

también conocidas como corrientes de Foucault (Andersson et al., 2003). 

Una vez pre-procesadas las imágenes, se delinearon manualmente los bordes 

superiores que limitan con la pia e inferiores sobre la intersección de la materia blanca 

y gris utilizando el software ITK-SNAP (Yushkevich et al., 2006); para mejorar la 

delineación de los bordes, las imágenes se sobre-muestrearon por un factor de dos 

(los análisis se realizaron con las imágenes normales). Los bordes definidos (ROIs) 

fueron utilizados para crear un descriptor anatómico común entre los animales 

mediante un sistema 2D de grid-lines (David Cortes-Servín, proyecto de maestría). 

Estos grid-lines se estimaron a partir de la ecuación Laplaciana de campos 

potenciales entre el borde inferior y superior (Lerch et al., 2008), del cual se anclaron 

50 líneas distribuidas sobre el borde superior y a lo largo de la corteza, a su vez, a lo 

largo de cada línea se le agregaron 10 puntos equidistantes entre sí. Así, todas las 

métricas de difusión, tanto del DTI y de MRDS fueron muestreadas en cada uno de 

los puntos como se muestra en el Panel II de la Figura 7. 

Para MRDS, la separación entre los tensores paralelos y perpendiculares se llevó a 

cabo mediante el cálculo del producto punto entre los eigenvectores con respecto al  

grid-line. En este caso, el eigenvector con el producto punto absoluto más largo es 

designado como el tensor paralelo, mientras que el eigenvector que presenta el menor 

valor absoluto del producto punto es etiquetado como perpendicular, y así en cada 

punto equidistante por cada grid-line.  

 

https://www.zotero.org/google-docs/?broken=dOwdE2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=NpjHM7
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=R3JMPd
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=g6NdGs
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Figura 8. Flujo del procesamiento de imágenes sensibles a difusión. En el panel I se 

ilustra los pasos que se siguieron para el pre-procesamiento de las imágenes, 

incluyendo la ecuación Laplaciana. Panel II muestra el sistema de grid-lines como 

resultado del pre-procesamiento con la finalidad de muestrear los mapas de DTI y 

MRDS en cada punto equidistante. 

 

5.3 INMUNOFLUORESCENCIA DE LA CORTEZA 

CEREBRAL.  

5.3.1 Procedimiento histológico 

 

Los animales fueron sometidos a una perfusión intracardiaca con 0.9% de NaCI, 

seguido de paraformaldehído (PFA) al 4%. Los cerebros fueron extraídos y fijados en 

PFA fresco al 4% durante 24 horas a una temperatura de 4°C. Posteriormente, los 

cerebros fueron inmersos en solución de sacarosa al 20% durante 48 horas, seguido 

de otras 48 horas en solución de sacarosa al 30%. Finalmente, los cerebros fueron 

congelados utilizando hielo seco y etanol, y se almacenaron a -80°C.  

Previo al proceso histológico, los cerebros fueron cortados con un criostato (Leica) en 

rebanadas coronales de un grosor de 20 µm en la región de interés (aproximadamente 

en Bregma 5.86 - 3.14 mm) y se conservaron en solución fría de PBS (Sigma-Aldrich) 

1X. Para la solución de bloqueo se utilizó suero de albúmina bovino (BSA; Sigma-

Aldrich) al 2% + 0.3% de triton X-100 (ThermoFisher) mezclado en solución PBS 1X, 

en el cual las rebanadas fueron almacenadas durante 45 minutos a 4°C. 
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Para la caracterización de la cito-arquitectura se procedió con la incubación de los 

anticuerpos primarios anti-NeuN (1:350; Abcam) para el marcaje de núcleos 

neuronales y el anticuerpo primario selectivo a neuronas de la capa VI anti-FOXP2 

(1:2000; Abcam) en rebanadas a nivel de la corteza somatosensorial S1. Por otro 

lado, la caracterización de la mielo-arquitectura se logró mediante con un doble 

marcaje utilizando los anticuerpos primarios anti-Myelin Basic Protein (MBP) (1:200; 

Sigma-Aldrich) y anti-Neurofilament 200 (1:200; Sigma-Aldrich) a nivel del hipocampo 

dorsal. Los anticuerpos primarios se incubaron durante 24 horas y una vez finalizado 

el tiempo se procedió a lavar el tejido con PBS 1X (3 veces x 10 minutos). 

Posteriormente, se incubaron los anticuerpos secundarios Alexa 555 (1:500) y Alexa 

488 (1:500) durante 4 horas. Pasadas las 4 horas se lavó el tejido por una última vez 

(3 veces x 10 minutos) y se procedió al montaje del tejido sobre portaobjetos de cristal 

ionizados. 

 

5.3.2 Adquisición de imágenes y procesamiento. 

 

La captura de imágenes se realizó mediante el uso de un microscopio para 

fluorescencia Apotome-Zeiss y el software AxioVision. Las imágenes fueron 

capturadas con un objetivo de 10X se integraron para formar un mosaico que nos 

permitiera tener una vista panorámica de la rebanada. Para ello, se usaron filtros de 

emisión de 488 nm y 565 nm.  

  

Las imágenes fueron posteriormente procesadas usando el software ImageJ. Aquí, 

las imágenes fueron sometidas a procesos básicos de visualización como <subtract 

background>, <brightness/contrast adjustment>, entre otros. Para el análisis y 

procesamiento de las imagenes marcadas con MBP y NF200, se utilizó el software 

OrientationJ (disponible en https://github.com/Biomedical-Imaging-

Group/OrientationJ) del cual se calculó el tensor de estructura (Püspöki et al., 2016) 

utilizando un método de pixel-wise en el que el tensor se calculó tomando como  

referencia el local neighborhood donde se especificó una ventana de forma 

Gaussiana especifica de 15 µm para derivar la orientación local, la anisotropía y la 

intensidad, dando como resultado mapas  vectoriales y de coherencia. 

 

 

 

https://github.com/Biomedical-Imaging-Group/OrientationJ
https://github.com/Biomedical-Imaging-Group/OrientationJ
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=QXXCPF
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 

6.1 ANÁLISIS CUANTITATIVO DE LAS IMÁGENES 

SENSIBLES A DIFUSIÓN.  

 

 

Para el análisis longitudinal se utilizó el programa R v.4.1.0 (R Core Team, 2023), 

donde se implementaron diversos paquetes y librerías. El paquete ‘lmer’ (Bates et al., 

2015) fue utilizado para ajustar el Modelo Lineal Mixto (MLM), donde la respuesta (y) 

fueron las métricas de los mapas cuantitativos (FA, MD, FApar, FAperp, etc.), la edad y 

grupo como los efectos fijos (β), y el animal per se cómo efecto mixto (γ).  

 

Una vez realizado el ajuste de modelo lineal, se procedió a calcular el Estimated 

Marginal Means (EMMs) utilizando el paquete ‘emmeans’ (Russel, 2023) para 

interpretación de las interacciones de manera longitudinal y entre grupos. Después, 

se realizaron pruebas Post-Hoc (Tukey’s Honest Significant Difference) para calcular 

la significancia entre los grupos, donde se consideró una p<0.05 como una diferencia 

estadísticamente significativa.  

 

El análisis estadístico se realizó en cada punto equidistante del sistema de grid-lines.  

 

 

7. RESULTADOS 

 

 

7.1 IMÁGENES DE RESONANCIA MAGNÉTICA 

 

7.1.2 Imágenes estructurales pesadas a T2. 

 

 

En la Figura 8 se muestran las imágenes anatómicas T2, las cuales revelan una atrofia 

hipocampal, principalmente en la región dorsal, teniendo como  consecuencia un 

agrandamiento de los ventrículos. Es crucial resaltar que la lesión no es evidente a 

los 30 días postnatales (P30) (cuadro amarillo), sino que comienza a manifestarse a 
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partir de los 60 días postnatales (P60), con una inclinación a intensificarse y 

extenderse hacia el hipocampo dorsal del lado opuesto y/o hacia los hipocampos 

ventrales.  

 

 

Resultados similares han sido descritos anteriormente (Moroni, Zucca, et al., 2011) 

donde identificaron lesiones ventriculares similares a partir de P60 en respuesta a la 

inducción de la displasia cortical mediante BCNU en roedores. Aquí, cabe señalar que 

todos los sujetos del grupo BCNU exhibieron algún grado de lesión en diferentes 

puntos, por ejemplo, algunos manifestaron la lesión hipocampal desde P60 con 

evolución temporal y otros presentaron la lesión moderada hasta que cumplieron 150 

días postnatales. Este patrón conlleva a sugerir que todos los animales en el grupo 

BCNU son distintos entre sí y que manifiestan una variabilidad inherente propia de las 

displasias corticales.  

 

 

Figura 9. Imágenes anatómicas pesadas a T2. Dos secciones coronales a diferentes 

niveles de la corteza muestran anormalidades (híper intensidades) en animales 

BCNU. Se observa una evidente progresión de la atrofia hipocampal asociada al 

agrandamiento ventricular (flechas rojas). Siendo más evidente a partir de P60. No 

hay diferencias estructurales evidentes entre animales control y BCNU a P30 (cuadro 

amarillo). 
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7.1.3 Imágenes pesadas a difusión. 

 

 

Los hallazgos derivados del análisis del tensor de difusión revelan la ausencia de 

cambios longitudinales en las métricas clave, como la fracción de anisotropía (FA) y 

la difusividad media (MD). La figura 9-A muestra la representación espacial de grid-

lines de acuerdo con su nivel de significancia estadística, y se observa que, en 

términos generales, no se presentan diferencias sustanciales entre los animales al 

ajustarse el tensor de difusión.  

 

En relación con la métrica de FA, se identificaron ciertos puntos con una significancia 

estadística (p<0.05), sin embargo, estas no reflejan significancia de manera espacial. 

Se destaca que los niveles de FA no superan el valor de 0.24, lo cual es congruente 

con la naturaleza de la corteza cerebral, que presenta valores bajos de FA. Sin 

embargo, resulta intrigante observar que los animales tratados con BCNU exhiben 

una tendencia hacia la anisotropía relativamente mayor en comparación con los 

controles, tendencia que no se muestra en ninguna otra métrica. Por otro lado, MD, 

RD y AD no mostraron diferencias significativas a lo largo de las edades ni 

anormalidades en las diferentes regiones corticales.  

 

En la figura 8-B, se presentan los efectos predictores derivados del Modelo Lineal 

Mixto para cada métrica (eje Y) a lo largo del tiempo (eje X) en un punto en el espacio 

de grid-lines (círculo rojo), donde se confirma que, aunque las tendencias de las rectas 

varían entre sí, no exhiben una separación lo suficientemente pronunciada para 

alcanzar la significancia estadística o representar interacciones complejas a lo largo 

del tiempo. Sin embargo, estos resultados eran previsibles dado que el tensor de 

difusión se encuentra especialmente limitado en su capacidad de caracterizar la 

sustancia gris.  
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Figura 10. Análisis del tensor de difusión. A) Visualización espacial de los resultados 

del análisis de Post Hoc obtenidos del Modelo Lineal Mixto (MLM) en el sistema de 

grid-lines. Se observa que no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas a lo largo del tiempo (P30, P60, P120, P150) en los diversos escalares 

del tensor. B) Muestran los predictores de cada métrica y su comportamiento a lo 
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largo del tiempo de un solo punto en el espacio de grid-lines (circulo rojo). El cuadro 

amarillo resalta la ausencia de significancia especialmente en P30.  

 

 

Por otra parte, se obtuvieron resultados de gran interés al calcular las métricas 

derivadas de MRDS. La figura 10-A presenta la evolución temporal de las métricas 

FApar, FAperp, MDpar y MDperp. Se observa que, a partir de los 120 días postnatales, no 

se hay diferencias sustanciales entre los grupos. Sin embargo, a los 30 días 

postnatales se identifican disparidades significativas (p<0.05) en FApar en las regiones 

que comprenden la corteza motora ubicada por encima del cíngulo, así como en 

partes de la corteza somatosensorial, abarcando desde la capa V hasta la capa VI. 

Similarmente en FAperp, estas diferencias se manifiestan de manera más extensa, 

cubriendo y extendiéndose a lo largo de la capa V-VI.  Del mismo modo, MDperp exhibe 

significancia principalmente concentrada en la capa VI. No se apreciaron diferencias 

entre los grupos en relación con MDpar.  

 

Esto implica que tanto las fibras radiales como las tangenciales están presentando 

una anisotropía anómala en el grupo BCNU durante las etapas tempranas. Esto se 

corrobora ya que en P30 los controles tienen valores significativamente superiores a 

los animales BCNU, a excepción de MDperp (figura 10-B. Aquí, solamente MDpar 

mostró no ser estadísticamente diferente. Interesantemente, al separar los tensores 

entre perpendicular y paralelo, vemos que los niveles de FA aumentaron hasta 0.7, lo 

cual podría indicar un cálculo más preciso y adecuado de la anisotropía. Este 

resultado tiene sentido a la luz de investigaciones recientes que desmitifican la 

suposición de isotropía en la corteza. Es importante destacar que en todas las 

métricas encontramos interacciones de entrecruce de rectas entre ambos grupos, lo 

cual puede estar sugiriendo que la relación entre la edad y difusividad no es constante 

en ambos grupos.  

 

Por último, en la Figura 8-B y 9-B, las barras amarillas en P30 hacen referencia a las 

métricas que no fueron significativas, mientras que las rojas refieren a los que si 

fueron significativos (p<0.05) derivados del Modelo Lineal Mixto. Esto concuerda con 

investigaciones previas que han identificado cambios en la anisotropía paralela y 

perpendicular en edades tempranas (Villaseñor, P., 2023). 
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Figura 11. Análisis de MRDS. A) Métricas FA y MS en las direcciones paralela (par) y 

perpendicular (perp) obtenidos del MLM. Se evidencian diferencias significativas (p<0-

05) en P30 para FApar y FAperp a lo largo de la corteza motora y somatosensorial, 

abarcando principalmente las capas corticales V y VI. MDperp muestra diferencias 

entre los grupos a lo largo de la capa VI, mientras que MDpar no presenta diferencias. 

B) Trayectorias de cómo se comportan los valores a lo largo del tiempo en función a 

las métricas, donde las barras rojas resaltan que a P30 hubo diferencias 
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estadísticamente significativas (p<0.05) en comparación a otros puntos temporales, a 

excepción de MDpar (barra amarilla) que no mostró diferencias entre grupos.  

 

 

7.2 HISTOLOGÍA POR INMUNOFLUORESCENCIA. 

  

7.2.1 Inmunofluorescencia de la cito-arquitectura. 

 

 

Para visualizar el arreglo e integridad de las seis capas corticales, utilizamos el 

anticuerpo primario selectivo a núcleos neuronales (NeuN), el cual mostró que hay 

una disrupción en la continuidad y transición entre láminas. La Figura 11-A muestra 

cortes coronales a nivel del hipocampo dorsal en donde se observa que en los 

animales BCNU (panel derecho) hay un error en la transición entre la capa III y IV, 

donde los bordes cito-arquitectónicos que los delimitan no se encuentran bien 

definidos y/o son ausentes. Cambios similares se observan también en la transición 

entre la capa V y VI, a pesar de que los cambios son más sutiles en las capas más 

profundas, la deslaminación ocurre y se conserva a lo largo de las edades. En este 

sentido, Moroni et al. (2011) reportaron una deslaminación similar en P60 y P90 en 

tinciones de Nissl. Sin embargo, nuestros resultados muestran que los animales 

tratados con BCNU pueden comenzar a desarrollar anormalidades sutiles en el 

arreglo laminar desde etapas más tempranas como P30.  

 

La deslaminación cortical afecta no solamente a las transiciones entre capas, si no 

también a la organización columnar (Lorente de Nó, 1938) en donde las neuronas 

siguen una orientación vertical en cadena. A pesar de que los animales BCNU 

muestran una heterogeneidad entre ellos, esta organización vertical se vio afectada 

en todas las edades (Figura 12-A). Si bien los cambios inducidos son sutiles, podemos 

observar que en P60 no existe tal organización columnar ni tampoco distinción entre 

las diferentes capas corticales. Mientras que en P30 y P150 se observa una distinción 

ambigua entre capas, la coherencia en la organización en columnas se ve afectada. 

Estos cambios sutiles se ven reflejados en la cuantificación del número total de 

neuronas que habitan en cada una de las capas corticales, así como el tamaño 

promedio de estas (Figura 13). Estos datos revelaron que los animales tratados con 

BCNU tienen un tamaño neuronal anormalmente más grande que los controles a lo 

largo de las capas corticales (Figura 13-B).  A su vez, la cuantificación del número de 

neuronas mostró que efectivamente existe una perdida en la densidad neuronal, 

particularmente entre las capas V-VI. Siendo más evidente en P60 (Figura 13-C). 

Estos datos sugieren que los cambios son sutiles y varían entre sujetos, pero se 
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conservan las anormalidades en la disrupción de la coherencia cito-arquitectónica a 

lo largo del tiempo.  

 

 
Figura 12. Histología de la corteza cerebral mediante NeuN.  Esquema de la corteza 

cerebral y la delimitación de cada capa cortical dada indicada por cada línea de color 

(izquierda). Acercamientos de la corteza somatosensorial en donde se visualizan las 

seis capas corticales, cada línea de color representa un borde cortical. En la columna 

de animales BCNU, la delimitación entre la capa III-IV y V-VI se ve afectada (líneas 

intermitentes cyan y naranja). 
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Figura 13. Histología de la corteza somatosensorial mediante NeuN. A) Organización 

columnar de la corteza de animales en P30, P60 y P150. Donde se observan 

transiciones anormales entre las capas, siendo más evidente la pérdida de coherencia 

vertical en P60. B) Conteo neuronal por capa cortical en las diferentes edades, se 

aprecia una reducción en el número total de neuronas en las capas II-III, V y VI, 

especialmente a P60 y P150. C) Promedio del tamaño neuronal entre capas muestra 

los animales BCNU tienden a ser de mayor tamaño en comparación a los controles.  

 

 

 

Después de revisar la cito-arquitectura con NeuN y ver que el borde y transición entre 

la capa V y VI esta poco determinada, nos preguntamos si estos cambios serían 

sensibles al marcaje del anticuerpo primario FoxP2 que es selectivo solamente a las 

neuronas de la capa VI. Encontramos que los animales BCNU tienden a mostrar una 

disminución en la densidad y tamaño de neuronas, asi como irregularidad en el borde 

superior de la capa (Figura 13; flechas naranjas), siendo mas notorio a P30. Esta 

heterogeneidad en el borde superior, que, a pesar de ser sutil, podría estar causando 

una transición anormal entre las neuronas de la capa V y las neuronas de la capa VI.  
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Figura 14. Histología cortical con el anticuerpo primario selectivo a las neuronas de 

la capa seis FoxP2. En el panel izquierdo tenemos a los animales control a lo largo 

de las edades mostrando una asimetría y heterogeneidad en el revestimiento 

neuronal de la capa seis. El panel derecho muestra a los animales tratados con 

BCNU, las flechas naranjas apuntan a los bordes superiores irregulares de dicha 

capa. En P30 la densidad de neuronas está disminuida en el BCNU. 
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7.2.2 Inmunofluorescencia de la mielo-arquitectura y el tensor de 

estructura. 

 

 

Si bien la cito-arquitectura proporciona información crucial sobre la organización 

cortical y laminar, las bandas de mielina también juegan un rol importante en este 

aspecto. Se ha demostrado que la mielo-arquitectura revela patrones laminares en el 

tejido cerebral.  

 

Aquí, nuestras tinciones de mielina con MBP (Figura 14, MBP en verde) mostraron 

anormalidades en la mielo-arquitectura a lo largo del tiempo en los animales BCNU.  

 

En la figura 14 tenemos tinciones de mielina con MBP (en verde) en un corte coronal 

a nivel del hipocampo dorsal con un acercamiento a la corteza motora. Los animales 

control (panel izquierdo) muestran una organización constante de las orientaciones 

radiales y tangenciales de las fibras de mielina y se mantiene a lo largo de las edades. 

Por el contrario, en el grupo tratado con BCNU (panel derecho) presneta diversas 

alteraciones anormales en la organización de la mielina (flechas magenta). 

Particularmente, a P30 en el sujeto BCNU hay una notable pérdida en la densidad de 

mielina y en las orientaciones radiales y tangenciales de las fibras que van desde las 

capas más profundas hacia las capas superficiales de la corteza motora (M1, M2). A 

pesar de que P30 muestra los cambios más drásticos en la mielo-arquitectura, las 

edades de P60, P120 y P150 continúan mostrando anormalidades más sutiles en 

diferentes localizaciones de la corteza. Nuevamente, la extensión y el tipo de 

desorganización de las fibras varía entre los animales, reafirmando que el modelo 

induce alteraciones heterogéneas entre los sujetos.  

 

Especialmente, los resultados obtenidos en la tinción de mielina a P30 adquieren una 

gran relevancia, ya que concuerdan con los hallazgos derivados del análisis de las 

métricas de MRDS, como se muestra en la Figura 10. Donde tanto FApar como 

FAperp revelan que los animales BCNU tienen menor anisotropía que los controles 

en P30. Esto sugiere la posibilidad de que el período en torno a P30 desempeña un 

papel crucial en la detección de la displasia cortical en los animales inducidos por 

BCNU. 
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Figura 15. Inmunofluorescencia de la mielo-arquitectura mediante el anticuerpo 

primario MBP. Acercamiento en corte coronal de ocho animales (Control: n=4; BCNU: 

n=4) a lo largo de las edades P30, P60, P120 y P150. Se observan patrones diversos 
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de desorganización en las fibras de mielina en la corteza motora de los animales 

BCNU (flechas magenta). Sin embargo, en P30 se aprecian alteraciones de la 

cantidad y organización de la mielina, mientras que las otras edades, las anomalías 

presentan un carácter más sutil. 

 

 

 

Para abordar estas características anormales de la mielo-arquitectura, utilizamos el 

tensor de estructura (Figura 15), mediante el cual se calcularon mapas de coherencia. 

Estos mapas se generaron a partir de la orientación local de la resolución nativa de la 

imagen original de MBP, con una ventana gaussiana de 15 µm. En el contexto del 

tensor de estructura, la coherencia se refiere a la pérdida o ganancia de organización 

de las fibras de mielina en este caso. Los resultados revelaron diferencias en la 

coherencia entre el grupo control y el grupo BCNU, especialmente en la corteza 

somatosensorial a P30 (flechas amarillas), lo que coincide con las observaciones 

previas obtenidas a partir de las tinciones de mielina de la Figura 14. En las edades 

siguientes se notaron cambios en la textura, pero fueron mas sutiles (cuadros 

amarillos).  
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Figura 16.  Mapas de coherencia derivados del tensor de estructura. Cortes coronales 

a nivel del hipocampo dorsal obtenidos a través de tinciones de mielina procesadas 

con el tensor de estructura. Los animales BCNU (panel derecho; cuados amarillos) 

muestran alteraciones en la coherencia, con una tendencia hacia la perdida de esta 

(indicada por la escala en tonos grises claros). El asterisco resalta el notable 

alargamiento del ventrículo. En particular, en P30 se observan cambios drásticos en 

la coherencia en la corteza somatosensorial abarcando las seis capas corticales 

(señalado por flechas amarillas). 
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8. DISCUSIÓN 

 

 

Cuando abordamos el tema de las displasias corticales focales (DCF), nos 

enfrentamos a tres puntos centrales que representan grandes retos en el ámbito 

clínico. En primer lugar, existe un vacío en la comprensión y entendimiento de la 

fisiopatología subyacente y las causas que desencadenan este tipo de malformación. 

Aunque en años recientes se ha planteado la hipótesis de que una hiperexcitabilidad 

en la vía mTOR podría desempeñar un papel en el desarrollo de las DCF (Lee et al., 

2022; Schick et al., 2007) esta teoría sigue aún en fase de investigación. En segundo 

lugar, nos encontramos ante la cuestión de la farmacorresistencia, ya que 

aproximadamente el 40% de los individuos con DCF presentan una respuesta 

inadecuada a los tratamientos farmacológicos, lo cual tiene un impacto negativo en 

su calidad de vida (Blümcke et al., 2010; Guerrini et al., 2015). Esto nos lleva al último 

desafío, que es la identificación de las lesiones mediante imagenología por 

resonancia magnética. Desafortunadamente, entre el 16% y 43% de los individuos 

presentan imágenes de resonancia magnética sin hallazgos patológicos donde la 

lesión es demasiado sutil y heterogénea que pasa desapercibida en estudios clínicos 

(Bernasconi et al., 2011; Spitzer et al., 2022). Esta problemática adquiere gran 

relevancia puesto que es crucial la localización de la lesión para ser candidato a 

intervención quirúrgica y remover el tejido displásico, que hasta el momento sigue 

siendo el único enfoque para lograr una vida libre de crisis epilépticas. En este 

proyecto demostramos que el uso de métodos avanzados para analizar las IRMd 

como es el MRDS, puede detectar espacialmente las anormalidades de la 

microestructura cortical que son ocasionados por la DCF en un modelo animal.  

 

En estudios previos, se han empleado diversas herramientas de neuroimagen con el 

propósito de hacer evidentes estas lesiones. Que van desde el uso de secuencias 

MPRAGE y FLAIR (Kabat & Król, 2012), hasta el desarrollo y aplicación de métodos 

computacionales diseñados para crear diversos contrastes y discernir detalles 

anatómicos en las imágenes (Bernasconi et al., 2001; Bonilha et al., 2006). Incluso, 

se ha incorporado el uso de la inteligencia artificial para la detección de DCF (Bastiani 

et al., 2016; Gill et al., 2021). No obstante, todas estas aproximaciones comparten un 

aspecto en común: basan sus análisis en las imágenes anatómicas. Si bien han 

resultado efectivas para un buen porcentaje de los diagnósticos de DCF, resultan 

insuficientes para la evaluación de la microestructura. Cabe recordar que la DCF está 

caracterizada por anomalías de tipo microscópicas que las imágenes estructurales 

pierden de vista. Por esto, resulta relevante explorar otras alternativas de 

neuroimagen que sean capaz de responder preguntas a nivel microscópico, como las 

que se presentan en este proyecto.  

 

La resonancia magnética sensible a difusión (IRMd) resulta particularmente atractiva 

en este contexto debido a su capacidad de explorar las propiedades 
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microestructurales de los tejidos a través del movimiento de las moléculas de agua. 

Aunque es cierto que la IRMd ha sido predominantemente empleada en el estudio de 

la sustancia blanca, gracias a la coherencia y dirección preferente de las fibras 

mielinizadas, su potencial se extiende hacia tejidos mucho más complejos, como es 

el caso de la sustancia gris.  

 

Los avances en el desarrollo de sistema de gradientes, preprocesamientos más 

sofisticados y secuencias más eficientes han permitido la aplicación de IRMd en la 

corteza para el estudio de la sustancia gris. Se ha demostrado que la IRMd puede 

identificar diferencias microestructurales entre diferentes áreas corticales (por 

ejemplo, entre la corteza somatosensorial y motora) (Ganepola et al., 2018). Además, 

más allá de las áreas corticales, se ha logrado discriminar entre las capas corticales 

debido a sus características microestructurales únicas (Leuze et al., 2014). Los 

primeros estudios que emplearon IRMd en DCF se enfocaron en la sustancia blanca 

adyacente a la lesión, donde se observó que un aumento en la señal FLAIR viene 

acompañada de una disminución en los valores de FA (Gentile et al., 2016; Gross 

et al., 2005), así como patrones anormales de la sustancia blanca extendiéndose más 

allá de la lesión (Fonseca et al., 2012; Urquia-Osorio et al., 2022). Sin embargo, vimos 

en este estudio que el tensor de difusión es insuficiente para caracterizar la corteza 

cerebral, como vemos en la Figura 9, tanto FA como MD no mostraron diferencias 

significativas entre animales controles y experimentales (BCNU).   

 

Posteriormente, en respuesta a las limitaciones del tensor de difusión, la 

implementación de nuevos y más sofisticados modelos para comprender el tejido 

subyacente en pacientes con sospecha de displasia cortical se volvió relevante. 

Modelos biofísicos como NODDI (Neurite Orientation Dispersion and Density Imaging) 

han revelado cambios significativos en la fracción de volumen intracelular (ICVF) en 

áreas lesionadas (Lorio et al., 2020; Winston et al., 2014). Métodos novedosos como 

el B-tensor han demostrado diferenciación entre la sustancia blanca profunda anormal 

que subyace la sustancia gris a partir de los mapas de FAµm, mejorando la 

delimitación de la lesión para la planificación quirúrgica (Lampinen et al., 2020).  

 

Modelos biofísicos que infieren compartimentos como el tamaño del soma y la 

densidad neuronal (SANDI) (Palombo et al., 2020) o tomando en cuenta el 

intercambio entre membranas de los procesos neuronales (NEXI) (Jelescu et al., 

2022) representan una opción interesante para estudiar a las DCF. Sin embargo, 

estos modelos sofisticados de IRMd tanto para analizar la sustancia gris y la sustancia 

blanca, no extraen información acerca de las orientaciones de las poblaciones de 

fibras, también llamados fixels. Si bien MRDS es una representación de la señal y no 

un modelo biofísico (Novikov et al., 2018), ha mostrado previamente que puede 

diferenciar anormalidades entre fibras que van de manera radial (paralela) y 

tangencial (perpendicular) a la corteza en animales BCNU (Villaseñor et al., 2023). En 

el presente estudio longitudinal, nuestros resultados que muestran una disminución 

en FApar y FAperp (Figura 10) respaldan que, efectivamente, una desorganización en 

https://www.zotero.org/google-docs/?Dm3iDo
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el arreglo de fibras de la corteza está siendo afectada en los animales con displasia 

cortical inducida por BCNU, especialmente a la edad de P30.  

 

Dado que la realización de estudios longitudinales clínicos en humanos representa un 

desafío considerable, los modelos animales se presentan como una oportunidad para 

caracterizar y explorar de manera longitudinal las DCF. Un ejemplo es la exposición 

fin útero al acetato de metilazoximetanol (MAM), que induce rápidamente la pérdida 

de neuronas en la fase de replicación, originando anormalidades en la migración 

neuronal, heterotopías e hiperexcitabilidad en circuitos neuronales, semejantes a la 

displasia cortical en humanos (Battaglia & Bassanini, 2006; Nguyen & Bordey, 2022). 

Considerando la vía mTOR como fundamento, la electroporación in útero ha permitido 

replicar las DCF tipo II de manera localizada al manipular la función (ya sea de perdida 

o ganancia) genética de mTORC1 (LoTurco et al., 2009; Nguyen & Bordey, 2022).  

 

No obstante, estos ejemplos de modelos animales, pese a su contribución al 

entendimiento de las DCF, presentan altas tasas de mortalidad. Las ventajas de 

utilizar el modelo de BCNU, es que induce alteraciones corticales también similares a 

las vistas en humanos con DCF tipo II, como la deslaminación cortical y las 

heterotopías neuronales (Benardete & Kriegstein, 2002; Moroni, Cipelletti, et al., 2011; 

Nguyen & Bordey, 2022).  Mismas lesiones que replicamos en nuestros experimentos 

(Figuras 11, 12 y 13), a excepción de las neuronas en forma de globo. Además, se le 

atribuye al modelo que los animales tienen ausencia de crisis espontaneas y la tasa 

de mortalidad es prácticamente nula, resultando idóneo para la caracterización 

microestructural con IRMd. En este estudio longitudinal no se encontraron cambios 

relevantes a lo largo del tiempo, lo que podría estar sugiriendo que la expresión de la 

displasia cortical puede ser más sensible a edades tempranas y que al pasar un 

momento crítico en el desarrollo, los animales se desarrollan relativamente normal en 

comparación con los controles. Más análisis se necesitan para entender porque P30 

es un momento crítico donde la curva de los cambios entre grupos es significativa 

tanto en la difusividad como en la histología. 

 

Por otro lado, los modelos animales facilitan la validación histológica, lo cual es un 

desafío en estudios humanos dada la limitación del acceso a tejido biológico tras la 

adquisición de imágenes de resonancia magnética. La relación entre propiedades 

microestructurales derivadas de la señal de IRMd y el tejido biológico es esencial para 

su interpretación adecuada. Interesantemente, las tinciones de mielina con MBP 

mostraron que no solamente la cito-arquitectura está siendo afectada en la displasia 

cortical, sino que la mielo-arquitectura también. Sin duda esto toma relevancia en 

nuestro estudio utilizando IRMd, que a pesar de que las anormalidades en la mielina 

fueron heterogéneas entre los animales, hubo una ocurrencia alrededor de las 

mismas regiones corticales (figura 10) donde el multi-tensor logra discriminar fibras 

radiales y tangenciales en la corteza que se alinean con las anormalidades 

histológicas vistas en las tinciones de mielina de la figura 14. Esta correspondencia 

permite inferir que, a pesar de la complejidad cortical, hay organización en 
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poblaciones de fibras de mielina sensibles a IRMd, con potencial para detectar DCF 

en humanos.  

 

No obstante, este proyecto cuenta con algunas las limitaciones importantes: 

 

i. La reproducibilidad del modelo animal. Si bien está documentado 

que la inyección de BCNU en E15 produce una disrupción en la 

proliferación y migración neuronal (Benardete & Kriegstein, 2002; 

Yamaguchi et al., 2010) las anomalías pueden ser de tipo 

heterogéneo entre las camadas. Estudios previos han reportado 

el hallazgo de células en globo en tinciones de Nissl e hipoplasia 

del cuerpo calloso en imágenes T2 (Inverardi et al., 2013; Moroni, 

Cipelletti, et al., 2011, 2011), mientras que en nuestro modelo a 

la misma dosis de 20 kg/mg de carmustina, ninguno de nuestros 

animales manifestó dichas características. Incluso, se probaron 

dosis más altas (25 y 30 kg/mg) para evaluar la respuesta al 

farmaco y vimos que la gran mayoria de las crías no sobreviven. 

La heterogeneidad de los animales lo observamos tanto en las 

imágenes anatómicas T2, que mostraron atrofia de los 

hipocampos a diferentes edades y en diferente grado de 

severidad (figura 8). Al momento de observar las diferentes 

tinciones por inmunofluorescencia, vimos que la deslaminación 

no se presenta en ambos hemisferios y que difiere entre sujetos 

en un mismo punto temporal, especialmente esto fue notorio en 

las tinciones con NeuN (Figuras 11 y 12).   

 

ii. Como la gran mayoría de los métodos en IRMd tienen 

aplicaciones directas en la sustancia blanca, MRDS no es la 

excepción. Mientras que MRDS ha mostrado resultados robustos 

en el análisis en lugares donde existen entre cruce de fibras en 

la sustancia blanca (Coronado-Leija et al., 2017), su robustez y 

eficacia no ha sido comprobada en tejidos complejos como es la 

sustancia gris.  

 

iii. La correlación directa entre las IRMd con la histología está 

limitada por diferentes factores. Primero, la dimensionalidad de 

las imágenes de difusión está adquiridas en 3D, en el plano 

tienen alta resolución (0.175) pero el ancho de cada rebanada 

esde 1mm, lo cual introduce volumen parcial en las métricas de 

DTI y MRDS. Mientras que la adquisición de las imágenes 

histológicas está en 2D, el grosor de cada rebanada es de 

apenas 20 µm y no permite visualizar la dimensionalidad de las 

fibras que entran a la corteza en dirección anteroposterior. Por 

último, en este estudio se presenta un número reducido de 
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animales que fueron sometidos a histología, lo cual no soporta la 

comparación uno a uno con las métricas de difusión.  

 

 

En general, nuestro estudio concluye que las DCF son difíciles de detectar y 

caracterizar, incluso en un modelo animal de BCNU. Sin embargo, hemos demostrado 

que la resonancia magnética sensible a difusión es una gran alternativa para 

identificar áreas corticales con una mielo-arquitectura anormal o aberrante causada 

por la misma displasia cortical, especialmente en edades tempranas. Además, la 

aplicación de métodos avanzados como MRDS, capaces de separar poblaciones de 

fibras de manera independiente, son adecuados para este tipo de aplicación.  

Este avance abre un horizonte prometedor que es la evaluación futura de la 

aplicabilidad de MRDS en datos de pacientes con DCF.  
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