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.- RESUMEN

La displasia cortical focal (DCF) es una malformacion del desarrollo cortical que
conduce a la epilepsia farmacorresistente y se caracteriza por la alteracion de las
capas corticales y neuronas anormales, como células dismorficas y células en globo.
En la mayoria de los casos, la reseccion quirdrgica es una opcion viable cuando la
lesion es identificada mediante resonancia magnética. Sin embargo, la evolucién
temporal de este tipo de malformacion sigue siendo poco clara y a menudo pasa
desapercibida en las imagenes 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 mayoria de los métodos de
analisis utilizan imagenes macroestructurales de resonancia magnética que no
siempre corresponden a las anormalidades microestructurales subyacentes en estas
malformaciones. Los modelos avanzados de resonancia magnética sensible a
difusion (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 anomalias de difusion 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 solucion salina a ratas prefiadas a E15. Las crias resultantes
(BCNU = 16, Control = 16) fueron escaneadas a los 30, 60, 120 y 150 dias posteriores
al nacimiento. Creamos un sistema 2D de grid-lines como un descriptor anatémico
comun para muestrear nuestros mapas derivados del tensor de difusion y MRDS.
Finalmente, validamos la cito- y mielo-arquitectura realizando evaluaciones
histoldgicas utilizando MBP, NeuN y Foxp2. Nuestros hallazgos indican que durante
las primeras etapas del desarrollo (30 dias), las alteraciones macroestructurales en la
DCF son extremadamente sutiles y llegan a ser indetectables a través de la imagen
anatémica convencional. Sin embargo, nuestro uso de IRMd ha demostrado ser una
herramienta valiosa para identificar anormalidades microestructurales. Aunque el
tensor de difusion no revel6 cambios significativos en la difusividad, nuestro método
MRDS identifico0 con éxito regiones corticales con microestructura anormal
relacionada con el desorden de las fibras radiales-tangenciales de la mielina y la
indefinida transicién de las capas y columnas corticales como lo confirmé el analisis
histoldgico. Estos hallazgos sugieren el potencial uso y aplicacién de IRMd avanzada
para la deteccion de DCF en humanos.



lil.- 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 DTl 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.INTRODUCCION

1.1 ORGANIZACION DE LA CORTEZA CEREBRAL.

1.1.1 Proliferacion, migracion y organizacion cortical.

El desarrollo de la corteza cerebral es un proceso dindmico que involucra un conjunto
de eventos altamente complejos y organizados, los cuales comienzan entre la séptima
y octava semana de gestacion (Marin-Padilla, 2001). Dichos eventos se dividen en
tres etapas principalmente: 1) Proliferacion y diferenciacion, 2) migracion neuronal, y
3) conectividad neuronal y sinaptogénesis, como a continuacion se detalla.

Durante el desarrollo de la corteza, esta es poblada por dos tipos principales de
células: neuronas y glia, las cuales siguen diferentes patrones de desarrollo y
migracién. Estas dos poblaciones se generan principalmente en las zonas
proliferativas ventriculares y subventriculares adyacentes a los ventriculos laterales
del cerebro (Buchsbaum & Cappello, 2019). Dichas células, a las cuales llamaremos
precursoras, entran en un proceso masivo de proliferacién celular que inicia alrededor
de la quinta y sexta semana de gestacién, decreciendo a partir de la semana dieciséis
y finalizando entre la semana veintidds y veinticinco de gestacion (Pang et al., 2008).
Debido a que el proceso de proliferacion es de alta demanda, las células precursoras
entran en dos patrones de division celular simultaneo: simétrico y asimétrico. La
division simétrica, da lugar a dos células idénticas que se contindan dividiendo de
manera homogénea sin migrar de la zona ventricular. Mientras que la division
asimétrica da lugar a dos células precursoras. Una de estas seguira entrando
nuevamente al ciclo de division, mientras que las otras daran lugar a neuronas
inmaduras (neuroblastos). Estos neuroblastos no volveran a dividirse y migraran
desde la zona intermedia ventricular hasta su lugar final de diferenciacion en la
corteza cerebral (Brown et al., 2001; Noctor et al., 2004). Esta ultima diferenciacion,
depende de un proceso interno de expresion génica (activacion y/o represion de
ciertos genes), que determinara si dicha célula se convertird en neurona o glia
(Bianchi, 2018).

El proceso de migracion puede ser clasificado en dos tipos. 1) La migracion radial que
abarca del 80-90% de las neuronas corticales, en su mayoria piramidales, que van
desde la zona de proliferacion hacia la superficie pial. Esta migracion 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 migracion tangencial, donde las neuronas, en su
mayoria interneuronas GABAEérgicas, 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

migracion tanto para neuronas piramidales como interneuronas y que distintos tipos
de células especificas pueden tomar uno 0 ambos patrones de migracion (Kriegstein
& Noctor, 2004).

Una vez terminada la proliferacion y migracion neuronal, se da la formacién de
conexiones neuronales fundamental para el desarrollo normal del cerebro. Este
proceso, junto con la sinaptogénesis, es dinamico y ocurre a lo largo de la segunda
mitad de la gestacion en adelante. En la corteza, la formacion de conexiones sigue el
mismo patrén que sigue la migracion radial (de adentro hacia afuera), empezando por
las ramificaciones de la capa seis hasta la formacion de conexiones tangenciales
cortas entre areas corticales y subcorticales al final de la gestacion (Budday et al.,
2015). No obstante, otros componentes de la corteza como la glia y los capilares
juegan un papel fundamental para la formacion correcta de la conectividad neuronal
(Barres, 2008).

1.1.2 Cito-arquitectura y mielo-arquitectura.

El espesor de la neocorteza esta determinado por sus seis capas corticales. Sin
embargo, el espesor de cada una de las capas en las diferentes areas corticales no
es homogénea. Esto debido a que el grosor de cada capa cortical estara 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 mas gruesa ya que es la encargada de recibir una gran cantidad de
proyecciones de entrada provenientes del tAlamo. Siguiendo la misma premisa, en
las areas motoras, la capa cortical V de tipo agranular, donde habitan las neuronas
gigantes de Betz, superan el espesor comparado con las &reas no-motoras granulares
(Grow, 2018). Las caracteristicas cito-arquitectonicas de cada capa cortical de la
corteza motora se pueden visualizar en la Figura 1.

Brodmann 4,6

SUPERFICIE PIAL

Brodmanni,2,3 ¢

Brodmann 41,42

Citoarquitectura Mieloarquitectura
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Figura 1. Cito- y mielo-arquitectura de la corteza estereotipica. De lado izquierdo la
corteza en corte coronal con la representacion de tres areas primarias y secundarias
de Brodmann. Del lado contrario un esquema del arreglo cito- y mielo- arquitectonico
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 areas basandose en las diferencias
arquitectonicas observadas en los distintos tipos de corteza. Por ejemplo, la corteza
motora primaria es conocida como el area de Brodmann 4, o la corteza
somatosensorial primaria seria el area de Brodmann 2, y asi sucesivamente
cubriendo toda la superficie cortical (Figura 1)

Sin embargo, el patron de las capas corticales no esta solamente dado por el arreglo
cito-arquitecténico. En 1840 fue Baillarger (Baillarger, 1840) el primero en observar
gue la corteza tiene diferentes patrones de mielinizacién a lo largo del manto cortical.
Mas adelante, con los avances en las técnicas de tincion, fueron los trabajos de Vogt
y Vogt (Vogt & Vogt, 1919) al describir que efectivamente las seis capas corticales
estan microscopicamente definidas por el patron de fibras mielinizadas, y le darian
vida a lo que llamamos actualmente mielo-arquitectura.

Debido a que la mielo-arquitectura es capaz de revelar este patrén de laminacién
cortical, resulta de gran utilidad al tratar de identificar un gran nimero de areas
corticales que posiblemente coincidan con el atlas cito-arquitectonico. Vemos que en
las capas IV y V las bandas de Balillarger estan claramente delimitadas de fibras
mielinizadas compactas, mientras que en la capa Il son practicamente inexistentes
(Figura 1) (Jones & Peters, 2012).

1.1.3 Comparacion 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 proliferacion neuronal esta dada
por la division asimétrica y simétrica desde la zona ventricular. Sin embargo, la
ventana de tiempo en la neurogénesis varia entre especies. En roedores, las
neuronas son generadas entre los dias embrionarios 11 y 17, mientras que en
humanos esta produccién comienza a partir de la semana de gestacion nueve
(Cadwell et al., 2019).

Ambos muestran patrones de laminacion cortical de adentro hacia afuera y lidereados
por la migracion tangencial y radial, sin embargo, la proporcion difiere entre especies.
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En humanos, la gran mayoria de la glia radial que entra en contacto con la superficie
pial son originadas a partir de las células que habitan en la zona ventricular externa
(OSV2), la cual es mucho més extensa y dindmica en comparacion a la del roedor
(Figura 2-A). Los roedores en este caso no experimentan una transicion de desarrollo
tan dinamica, ya que esta actividad se da de manera continua entre las superficies
ventriculares y piales, incluso hasta el final de la neurogénesis (Molnar & 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 méas 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
neurobioldgicos, en muchas ocasiones carecen de especificidad en ciertos aspectos
gue son propios, en este caso, del desarrollo humano.

Pre-neurogenic  Preplate Deep Layer Upper Layer Pre-neurogenic  Preplate Infragranular Supragranular
neuroepithelium formation Neurogenesis  Neurogenesis neuroepithelium formation Neurogenesis Neurogenesis
ioRG E NESC ‘L VRG (p tRG \".'/f:_;" Astrocyte ‘ AExcitatory Neuron "{S& Microglia
4 7 “tﬂ
J \( ( N
‘l Intermediate . subplate «,_ Endothelial = Thalamocortical transient Cajal- persisting Cajal-
& Progenitor Cell 71,:’( neuron N\ Cell Axons Retzius Cell 7 Retzius Cell
Preplate B i 5 i
' )
B) Layer VI ! _ ; |
' ' '
Layer V ) . ,
' ' 1 '
Layer IV : . ; B
' ' ' 1
Layer 11 &I ' ' ' ' e
' ' ' '
Glia 3 ' ' s
' ) i !
Radial Glia : ! ' Continuous Scaffold ——3»! Discontinuous Scaffold
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Figura 2. Comparacion entre el desarrollo cortical en roedores y humanos. A)
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Esquema de las diferencias en la proliferacién y expansion en la formaciéon de la
corteza cerebral. B) Periodos clave en la neurogénesis y formacion de las capas
corticales. Las lineas punteadas sefalan los dias 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 disrupcién en algunos de estos procesos puede
contribuir en la aparicion de un gran rango de desoérdenes en el desarrollo llamados
malformaciones del desarrollo cortical (MDC). Las MDC comprenden un grupo
complejo e importante de alteraciones. Por lo general, estan caracterizados por un
desarrollo cortical anormal, con etiologia genética variada, anormalidades anatémicas
importantes (ej. tamafio anormal del cerebro, irregularidad en la estructura cortical y
sustancia gris heterotopica) y por consecuente, diversas manifestaciones clinicas
(Pang et al., 2008; Severino et al., 2020)

Dicho esto, las MDC se clasifican dependiendo de la etapa en la que hubo una
disrupcion en el desarrollo del cerebro. La primera clasificacion fue introducida por
Barkovich et al. en 1996, que gracias a los avances en la imagenologia y de
aplicaciones genéticas, esta clasificacion ha sido modificada a lo largo del tiempo. La
modificacién mas reciente (Barkovich et al., 2012) sostiene que las MDC se dividen
en tres grandes grupos: 1) proliferacion y apoptosis celular, 2) migracion celular y 3)
desarrollo post-migracion. En casos en donde existe una reduccion de la proliferacion
o incremento de la apoptosis probablemente dara como resultado en una microcefalia,
mientras que un aumento de la proliferacion y reduccion de la actividad de apoptosis
puede causar una megalencefalia. Por otro lado, una proliferacion anormal, también
llamada disgenesia, puede resultar en una displasia cortical focal y/o megalencefalia
acompafiada de malformaciones corticales. Las anormalidades de la migracion
neuronal ocasionadas por una interrupcién, ya sea que el proceso termine en una
etapa muy temprana o muy tardia, 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 disrupcion de la maduraciéon neuronal y
axogénesis puede traer consigo malformaciones como microcefalia secundaria y
polimicrogiria (Barkovich et al., 2012; Budday et al., 2015)
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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 poblacion infantil. Una caracteristica 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 etal., 2002).
Afortunadamente, gran parte de las MDC pueden ser identificadas hoy en dia
mediante estudios de resonancia magnética, en la cual se puede determinar la
severidad de la malformacion a través de las irregularidades en la superficie cortical,
la limitacién 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 mencioné anteriormente, es una MDC que
surge como consecuencia de una proliferacion o diferenciacién anormal tanto de las
neuronas como de la glia (Crino, 2015; Severino et al., 2020). La DCF fue descrita
por Taylor y colaboradores en 1971, reportando una desorganizacion cortical con
presencia abundante y anormal de células en forma de globo. Actualmente, la DCF
se define como un conjunto de rupturas anatémicas caracterizadas por la pérdida de
laminacion normal de la corteza cerebral. Es importante resaltar que la severidad de
esta lesién puede variar, manifestandose como una ligera deslaminacién con
apariencia normal de las neuronas hasta una pérdida completa de la organizacién
laminar con células dismoérficas, neuronas desorientadas entre laminas, neuronas
gigantes y células en globo (Figura 3) (Blumcke et al., 2010; Guerrini et al., 2015;
Palmini et al., 2004). La localizacién anatomopatoldgica y el cdmo se presentan estas
células anormales tiene una elevada variabilidad, afectando tanto la arquitectura
cortical como la unién entre la sustancia gris y la region 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)
(Blumcke et al., 2010; Najm et al., 2022) es la mas aceptada para entender las
caracteristicas histologicas que presenta cada tipo de DCF (Tabla 1).
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Figura 3. Anormalidades de la cito-arquitectura en sujetos con displasia cortical focal
mediante inmunohistoquimica (NeuN). A) Corteza normal con capas corticales bien
definidas. B) DCF tipo 1A definida por micro-columnas verticales. C) DCF tipo| 1B
esta caracterizada por una pérdida de la laminacion cortical y con un grosor cortical
disminuido. D) DCF tipo 2b muestra una perdida completa de la organizacion cortical
acomparfado de neuronas dismorficas. E, F, G, H) DCF asociadas a una enfermedad
subyacente.
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Tabla 1. Clasificacion internacional de la displasia cortical focal (DCF) propuesta por
la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) (BIi mcke et
al., 2010; Najm et al., 2022)

Actualmente, las displasias corticales son consideradas como una de las principales
causas de epilepsia refractaria a farmacos en la poblacién infantil (Garner et al., 2022;
Kabat & Krol, 2012),. Aunque suelen aparecer como lesiones sumamente sutiles,
pueden llegar a ser altamente epileptogénicas y de dificil diagndstico. Hoy en dia se
estima que el 76% de los pacientes con displasia cortical van a presentar epilepsia
refractaria en algun punto de su vida (Géalvez et al., 2009).

Actualmente las DCF representan una serie de retos al momento de estudiarlas ya
gue el problema no solamente radica en su farmaco-resistencia, sino también en su
gran heterogeneidad y desconocido mecanismo fisiopatolégico. En las udltimas
décadas se ha recopilado fuerte evidencia hacia el papel de la via mTOR (Mammalian
Target of Rapamycin, por sus siglas en inglés) como una causante de la DCF. Esta
via de sefializacion esté involucrada naturalmente en una gran variedad de procesos
y funciones celulares, tales como la proliferacion y crecimiento celular, metabolismo
y autofagia durante el desarrollo neuroldgico (Lee et al., 2022). Estudios recientes han
reportado una hiperactivacion en la sefalizacion de la quinasa PI3K de la via mTOR
(Ljungberg et al., 2009) que se encarga de controlar el tamafio celular, el desarrollo y
migracion neuronal, y que podria estar contribuyendo a la patogénesis de la DCF
(Schick et al., 2007).

Junto con los desafios inherentes a los mecanismos subyacentes de su
epileptogenicidad, las DCF a menudo presentan dificultades considerables en su
diagnéstico. Estas lesiones corticales tienden a manifestarse de manera sutil en
muchos casos, complicando su deteccion mediante estudios convencionales de
imagenologia clinica. Lo que resulta en diagnoésticos insuficientes y con
improbabilidad de acceder a la reseccién quirdrgica, lo cual tiene un impacto negativo
directo en la calidad de vida de los pacientes.
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1.3 IMAGENOLOGIA POR RESONANCIA MAGNETICA.

1.3.1 Introduccién y conceptos basicos.

La Imagenologia por Resonancia Magnética (IRM) es en la actualidad una de las
técnicas no invasivas mas utilizadas para estudiar un tejido con gran resolucién
espacial, incluyendo el cerebro. La IRM nos permite crear una gran variedad de
imagenes anatdmicas utilizando campos magnéticos y sefiales de radiofrecuencia al
resaltar diferentes contrastes a partir de la densidad de protones adyacente a cada
tejido (van Geuns et al., 1999)

En la clinica, la IRM es la técnica mas utilizada para identificar a los pacientes que
sufren de epilepsia farmaco-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 podrian ser candidatos al
tratamiento quirdrgico. Este dltimo punto es fundamental ya que la probabilidad de
control de las crisis es muy alta tras la reseccion quirdrgica del foco epileptégeno.
Algunos de los hallazgos comunmente 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 imagenes pesadas a T2 y FLAIR (Figura 3)
(Barkovich et al., 2001; Palmini et al., 2004; Urbach et al., 2022). También se ha
observado una asimetria en el patrén de los surcos en comparacion con la region
contralateral (Gentile et al., 2016).
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Figura 4. Imagenes pesadas a T2-FLAIR con hallazgos cominmente encontrados en
DCF. Los cuadros amarillos resaltan: A) Hiperintensidad en las areas subcoticales de
la corteza parietal izquierda, B) Lesion 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 acompafiado 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 imagenes obtenidas por resonancia magnética convencional
son capaces de evidenciarlas, imposibilitando su reseccién quirtrgica (Spitzer et al.,
2022).

En las ultimas décadas se han desarrollado nuevos métodos para procesar las
imagenes 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 adquisicion de imagenes
anatomicas que reflejan la macroestructura cortical. A pesar de dichos esfuerzos, la
deteccion de las DCF sutiles sigue siendo un reto para la clinica e investigacion. En
este sentido, resulta atractivo el uso de la resonancia magnética sensible a difusion,
pues permite evaluar la microestructura de la corteza cerebral de manera no invasiva
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utilizando el fenémeno de la difusiébn del agua. Dicha herramienta podria 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 difusion

Las imagenes por resonancia magnética sensibles a la difusion del agua (IRMd)
proveen una manera no invasiva de identificar las propiedades o caracteristicas
microestructurales de los tejidos. El fendbmeno de difusion estd basado en el
movimiento aleatorio de las moléculas de agua dentro de un voxel, también llamado
movimiento Browniano (Einstein, 1905). Einstein explicd que la relacion que hay entre
la distancia promedio y el intervalo de tiempo en el desplazamiento de las moléculas
esta dada por la viscosidad del medio y sobre todo por la temperatura (Chenevert,
2010). El fenémeno esta representado en la siguiente férmula: < x> > =2 D A, donde
< x? > representa el desplazamiento cuadratico medio de las particulas durante un
intervalo de tiempo A y 2D siendo la dimensionalidad del coeficiente de difusion.

Debido a que la difusion de las moléculas provee informacion acerca de la interaccion
gue 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 creacién del eco de spin (Hahn,
1950) y méas adelante Stejskal y Tanner, se facilito la manera de cuantificar los
coeficientes de difusion con el uso de la secuencia de pulsos de gradiente con eco
spin (PGSE). Estos autores, introdujeron la idea de medir los coeficientes de difusion
usando pulsos de gradientes antes y después de la aplicacién del pulso de 180° de la
secuencia tradicional de eco de spin. Esta secuencia consiste en que el primer pulso
de gradiente causa un desfase rapido y controlado de los spines, asi 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 cual 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 célculo de la difusion.
La sensibilidad de difusion (valor de b) esta dado por la duracion (d), la fuerza (G) del
pulso de gradiente y el intervalo entre dos pulsos (4), y donde y es la constante
geomagnética.

Debido a que el valor de b es proporcional a la magnitud de los gradientes de difusion,
el desfase que es provocado es proporcional a medida que se incrementa este valor.
La sefial de difusion dada por estos pulsos de gradientes esta expresada en la
siguiente ecuacion: S = S° e 2D, suponiendo que existe un movimiento browniano
donde se obtiene una disminucién exponencial de la sefial. Aqui, S° es la amplitud de
la sefial en caso de no aplicar gradientes de difusion, es decir una imagen pesada a
T2, b es el parametro que define la energia del gradiente de difusion y D el coeficiente
de difusion promedio de las moléculas de agua dentro de un voxel (Le Bihan et al.,
2001).

Sin embargo, la medicion de los coeficientes de difusibn hace una suposicion
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 mayoria de los tejidos exhiben una isotropia a la difusion
del agua (lo cual significa que su direccionalidad no depende de cémo las moléculas
de agua se desplazan, ya que todas se distribuyen de manera homogénea). Sin
embargo, encontramos que el tejido neuroldgico exhibe una alta anisotropia, ya que
la movilidad de las moléculas de agua varia en funcién al arreglo de fibras
mielinizadas, especialmente de la sustancia blanca, la cual exhibe una gran
coherencia en su organizacion y orientacion (Beaulieu, 2002; Chenevert, 2010;
Moseley et al., 1990).
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Figura 5. Difusidn isotropica y anisotrépica. A la derecha, ejemplo de la difusion
isotrépica o libre en donde las moléculas de agua se desplazan hacia cualquier
direccién, como la que encontramos en el liquido cefalorraquideo en el cerebro. En el
lado derecho, representa la difusién anisotrépica de fibras nerviosas, en donde las
moléculas se desplazan en una direccion preferente dada por la restriccion de la
propia estructura anatémica.

1.3.3 Lo clasico: El tensor de difusion.

El modelo matemético conocido como imagen por tensor de difusion (DTI, por sus
siglas en inglés) (Basser et al., 1994) que, a través de las diferentes direcciones de
gradientes codificadas en las imagenes sensibles a difusion, puede cuantificar y
analizar la direccion y magnitud de la difusion del agua en diferentes tejidos
bioldgicos. Este proceso se resume en una matriz tridimensional D simétrica y definida
positiva, que refleja la complejidad de la difusién en cada voxel.
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Figura 6. Representacion del tensor de difusion. Del lado izquierdo esta la matriz de
covarianza en donde Dxx, Dyy y Dz, son los coeficientes de difusion en las direcciones
X, Y, z. A la derecha es la representacion del tensor por un elipsoide con sus tres
eigenvectores y eigenvalores.

Es importante resaltar que la matriz D es simétrica, puesto que la difusion se asume
Gaussiana. Sin embargo, a pesar de que el tensor de difusion contiene informacion
de los coeficientes de difusion en seis direcciones, no necesariamente coincide con
la orientacidn del tejido (Vidal et al., 2020). El modelo del tensor permite obtener
diferentes parametros como: 1) Fraccion de Anisotropia (FA), la cual indica la relacion
de los coeficientes de difusion en varias direcciones y determinara la direccionalidad
de la difusion en un voxel; 2) Difusion Axial (DA), la cual mide la magnitud del
coeficiente de difusion en la direccion en que esté orientado el tejido (la direccion
preferente sera denominada A1); y 3) Difusion Radial (DR), pardmetro que contiene el
valor del coeficiente de difusién en las direcciones perpendiculares a la direccién
preferente (denominandose como Az y As, respectivamente) (Alexander et al., 2007).
Dichos parametros de difusién permiten la creaciébn de mapas cuantitativos que
permiten medir la magnitud, orientacion y grado de anisotropia de la difusién en una
poblacion de fibras en un voxel. Por ejemplo, FA estd relacionada con la
direccionalidad de la difusion, DM la variacion y densidad de células y membranas,
DR cuantifica la pérdida o ganancia en la mielinizacion, mientras que DA es sensible
a la degeneracion axonal (Alexander et al., 2007).

A pesar de que el tensor ha sido ampliamente utilizado para la evaluacion de la
microestructura, este tiene algunas grandes desventajas y su interpretacion debe ser
cuidadosa ya que es susceptible al ruido, volumen parcial (combinando voxeles con
sefales de sustancia blanca, sustancia gris y/o liquido cefalorraquideo), y a regiones
de la sustancia blanca con entrecruce de fibras. Este Ultimo representa un reto para
Su correcta interpretacion biolégica. En areas donde existen dos 0 mas entre cruce
de fibras, por ejemplo, el centro semioval o el fasciculo uncinado, el tensor tiende a
ajustar un elipsoide circular y con ello una fraccion de anisotropia en valores cercanos
a 0. Esto lleva a una incorrecta correlacion entre de los datos cuantitativos derivados
de los mapas del tensor y el tejido real adyacente.
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1.3.4 Modelos avanzados: Deconvolucion esférica, modelos biofisicos y
multi-tensor.

Debido a que el tensor de difusidon resulta insuficiente para describir tejidos con
arquitectura mucho mas compleja como lo es la corteza cerebral, existen otros
meétodos para describir la difusidon del agua, como la deconvolucion esférica, los
modelos multi-tensor y los modelos biofisicos, que, a pesar de ser modelos
desarrollados para explicar la difusidon en la sustancia blanca, pueden ser de gran
utilidad a la hora de explorar la corteza cerebral.

Los métodos multi-tensor son una extension légica 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 difusién 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). Asi como otros que
pueden calcular la forma (eigenvalor) y orientacion (eigenvector) de cada tensor de
manera independiente entre ellos, obteniendo perfiles de difusion con caracteristicas
distintas. Tal es el caso del método MRDS (Multi-Resolution Discrete-Search)
(Coronado-Leija et al., 2017), que determina la orientacion y nimero de poblaciones
de fibras nerviosas existentes en un voxel a partir de algoritmos complejos y del cual
usaremos como base en este proyecto de investigacion (ver en 1.3.5).

La deconvolucién esférica (SD, por sus siglas en inglés) ha sido ampliamente utilizada
para estudiar la sustancia blanca ya que es capaz de estimar la distribucién de las
orientaciones de las fibras en cada voxel sin la necesidad de hacer ninguna
suposicidon a priori acerca de las caracteristicas de la poblacion de fibras existentes
(Tournier et al., 2004). Aqui, la SD reconstruye las orientaciones a partir de la funcion
de respuesta constante directamente de la sefal de difusion. Una de las grandes
ventajas de utilizar SD es que computacionalmente es poco demandante y no
requiere de adquisiciones complejas para el uso clinico, sin embargo, carece de
especificidad de la microestructura. Para sobrellevar las limitantes de DTl y SD, se
fueron desarrollando modelos biofisicos, que buscan identificar las caracteristicas de
la microestructura que esta siendo modelada por la sefial de difusion (Jespersen,
2018). El concepto de los modelos biofisicos gira entorno a la compartimentaciéon de
la difusividad del agua como referencia a cada una de las caracteristicas
microestructurales de un tejido en particular, es decir que, la sefial total de difusion es
la suma de sefales generadas por la difusion en diferentes compartimentos (Jelescu
et al., 2020). Por ejemplo, en cada voxel podemos extraer informacion de tejido
especificos y representarlos con figuras geométricas como los Sticks para la
informacion 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 fendmenos bioldgicos, la robustez en su precisién sigue siendo un reto para
el uso estandar clinico (ver en discusion).
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1.3.5 Multi-tensor: Multi-Resolution Discrite-Search (MRDS)

Partiendo de que los métodos multi-tensor son una extension légica del DTI, el ajuste
de MRDS involucra una serie de pasos. En primer lugar, se calculan los valores
escalares del tensor de difusion al estimar una funcién de respuesta (similar a la
utilizada en SD; Tournier et al., 2004). Para este proposito, se seleccionan voxeles
de IRMd con alta probabilidad de contener una sola poblacion de fibras (por ejemplo,
el cuerpo calloso) que exhiben valores elevados de FA y un promedio de MD. Aqui,
se excluyen voxeles con FA <0.95, MD < 0.1x10° y MD < 3x10° para evitar ruido y
artefactos.

Una descripcion general de la manera en que MRDS resuelve el numero de
orientaciones y poblaciones de fibras, esta basado en una serie de pasos:

1.- Primero realiza una busqueda discreta de todas las combinaciones de
orientaciones posibles en alta resolucién en una media esfera.

2.- Donde por cada grupo de configuraciones posibles, se crea un diccionario
seleccionando los atomos de hidrogeno asociados a esa orientacion en
particular y asi consecutivamente.

3.- Una vez obtenidas las orientaciones, se calculan los perfiles de difusividad
paralela y perpendicular para cada poblacion de fibras axonales, por separado.

4.- Finalmente, se determina el nUmero de poblaciones de fibras a partir de la
seleccion de modelo. Aqui, se utilizé el Criterio de Informacion Bayesiano
(BIC), que a partir de penalizaciones por el niumero de parametros evita el
sobreajuste. Entre valores mas bajos de (BIC < 2) mejor la seleccion del
modelo de cuantos son los tensores que mejor explican los datos. La formula
es: BIC = pIn(M), donde p representa el niUmero de parametrosy M el nUmero
de orientaciones.

Una de las grandes ventajas de MRDS es que este tiene la habilidad de estimar
diferentes perfiles de difusion por cada poblacién de fibras por cada voxel. Ademas,
el uso de diccionarios y la optimizacién no lineal del tensor de difusién hace que este
método sea robusto y estable para resolver configuraciones microestructurales
complejas como es el entrecruce de fibras a un angulo de <45° (Coronado-Leija et al.,
2017).
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2.JUSTIFICACION

La heterogeneidad que presentan las displasias corticales dificulta tanto el diagndstico
como el estudio de dichas lesiones a nivel clinico. En algunos casos, la lesién per se
no resulta epileptogénicas, aunque presente todas las caracteristicas anatdmicas
para convertirse en un foco epiléptico. En contraparte, hay otras lesiones displasicas
que si resultan epileptogénicas pero que, dada su sutileza anatémica, representan
verdaderos retos por lo dificiles de encontrar mediante resonancia magnética
convencional, dejando pocas opciones viables de tratamiento. Se han realizado
muchos esfuerzos por mejorar las técnicas de deteccion mediante imagen con el uso
de adquisiciones que mejoran el contraste como T1, T2 o FLAIR (Fluid Attenuated
Inversion Recovery) (Kabat & Krol, 2012; Lorio et al., 2020) o el uso de métodos de
procesamiento de imagenes generando mapas cuantitativos que puedan brindar
mayor informacién acerca de estas lesiones sutiles (Bernasconi et al., 2001; Bonilha
et al., 2006; Gill et al., 2021), asi como el uso de campos magnéticos mas poderosos
(Wang et al., 2021). Sin embargo, aunque estos nuevos acercamientos parecen ser
prometedores para el manejo clinico, existe una necesidad latente de desarrollar
mejores técnicas de analisis para lograr una deteccion y diagnéstico adecuado. Dado
gue 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 difusién 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.

26


https://www.zotero.org/google-docs/?broken=J1VKnO
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=1srYr2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=1srYr2
https://www.zotero.org/google-docs/?broken=vpcuh1

3.HIPOTESIS

La resonancia magnética sensible a difusion nos permitira detectar y evaluar
longitudinalmente los cambios inducidos por la carmustina a nivel de la
microestructura de la corteza cerebral.

4.0BJETIVO GENERAL

A través del modelo de displasia cortical inducida por carmustina y el uso de la
resonancia magnética sensible a difusion, podremos evaluar longitudinalmente los
cambios cito-arquitecténicos de la corteza cerebral y correlacionarlos con los
resultados obtenidos a nivel histolégico.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

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 imagenoldgicas empleadas para
evaluar los cambios microestructurales mediante su correlato histologico.
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5.MATERIALES Y METODOS

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 desafios, 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 mas usados (Benardete & Kriegstein, 2002). Aqui, la
carmustina, que es un farmaco antineoplasico de la familia de las nitrosoureas, es
administrada a la rata gestante al dia quince de gestacion (E15), debido a que es un
momento de intensa neurogénesis en las neuronas piramidales tanto de la corteza
cerebral y en el hipocampo. El farmaco actta interfiriendo en la replicacién del material
genético de las crias provocando un efecto mutagénico, afectando la proliferacion
neuronal y los precursores de la glia (Yamaguchi et al., 2010).

La administracibon de BCNU en roedores produce lesiones cito-arquitectonicas
descritas a nivel clinico en los humanos. Tales como reduccion en el grosor cortical,
delaminacioén cortical, aglomeramiento de neuronas heterotopicas 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 espontaneas recurrentes, no obstante, se ha
visto que pueden llegar a presentar hiperexcitabilidad en la corteza displasica en
edades avanzadas de los roedores (Benardete & Kriegstein, 2002).

5.1.3 Induccion de la displasia cortical.

Todos los procedimientos fueron realizados de acuerdo a los protocolos aprobados
por la junta de revision de ética de nuestro instituto (archivo 111-A) y se realizaron de
acuerdo a las leyes federales reglamentarias para la experimentacion animal (NOM-
602-Z00-1999)
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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 solucién salina para los animales control (n=3) al dia 15 de
embarazo (Benardete & Kriegstein, 2002). Las crias, que son el objeto de estudio en
este proyecto (16 BCNU y 16 Control) se alojaron con sus madres hasta el destete en
una habitacion 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 dias de
edad. Los siguientes escaneos se hicieron a los 60, 120 y 150 dias de edad de los
animales. En cada punto temporal, dos animales control y dos animales BCNU fueron
perfundidos y sus cerebros procesados para analisis histologico. Cabe destacar que
los animales tratados con BCNU no mostraron caracteristicas fenotipicas o de
comportamiento anormales desde su nacimiento hasta la ultima edad de escaneo.
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Figura 7. Metodologia de proyecto. Aqui se muestra la secuencia de los métodos
utilizados desde la induccién del modelo de displasia cortical en roedores, la
adquisicion de imagenes y procedimiento histolégico. Los detalles se describirdn en
esta seccion.

5.2 RESONANCIA MAGNETICA SENSIBLE A DIFUSION.

5.2.1 Adquisicion de imagenes.

Los protocolos de escaneo se llevaron a cabo en el Laboratorio Nacional de
Imagenologia por Resonancia Magnética (LANIREM), ubicado dentro del Instituto de
Neurobiologia. Este cuenta con un resonador para especies pequefias Bruker de 7T
(Biospec 70/16) conectado a una consola con software Paravision 7.0. El equipo
cuenta con gradientes de méaxima amplitud de 760 mT/m y para la deteccion de la
sefial se usé una antena de superficie 2x2 de recepcion. Los animales fueron
anestesiados con una mezcla de isoflurano (4%) y oxigeno a un flujo de 2.5 I/min. Una
vez corroborada la sedacién, los animales se colocaron sobre un riel que cuenta con
un marco de fijaciébn y se les suministrd6 una dosis de mantenimiento anestésico
(isoflurano 2% y oxigeno) a un flujo similar al de la induccién. Durante el escaneo, los
animales se colocaron dentro del magneto, razén por la cual deben mantenerse en
normotermia mediante un sistema de recirculacién de agua caliente bajo el animal. A
todos los sujetos se les monitoreo el ritmo cardiaco, la frecuencia respiratoria y la
saturacion de oxigeno.

Para lograr los objetivos de este proyecto, se realizaron dos tipos de adquisiciones:
1) Imagenes con contraste T2 para evaluar la morfologia cerebral a lo largo del
tiempo, y 2) Imagenes sensibles a difusion que se utilizaron para ajustar el modelo
del tensor y multi-tensor.

Las imagenes sensibles a difusion se adquirieron mediante imagenes eco-planares
con gradientes pulsados (secuencia de Stejskal-Tanner). con valores b de 670, 1270
y 2010 s/mm?2 (cada uno con 90 direcciones distintas), y 14 volumenes no sensibles a
difusion. El protocolo se bas6 en un TR=2000 ms, TE=22.86 ms, angulo de inclinacion
de 90°, matriz de 126 x 86 x 25, FOV: 22 x 15 mm y resolucion espacial de 0.175 x
0.175 x 1.0 mm?. El tiempo de adquisicion de las IRMd fue de 19 minutos. Por otro
lado, las imagenes anatdmicas pesadas a T2 TurboRARE o TSE se adquirieron
mediante un protocolo de TR= 4212.78 ms, TE= 33 ms, angulo de inclinacién de
141.72°, matriz de 256 x 256 x 26, FOV: 30 x 30 mm y una resolucion espacial de
0.117 x 0.117 x 1.200 mm?3. El tiempo de adquisicién de las imagenes anatémicas fue
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de 5 minutos. Las imagenes T2 fueron pre-procesadas utilizando el atlas SIGMA
(Barriere et al., 2019) como molde para homogeneizar y corregir imperfecciones.

5.2.2 Analisis de imagenes sensibles a difusion.

Las imagenes fueron primero pre-procesadas (Panel |, Figura 7) aplicandoseles un
“denoising” para eliminar el ruido de la senal (Veraart et al., 2016), eliminacion de del
artefacto “Gibb’s ringing” (Kellner et al., 2016) y posteriormente la correccion de
inhomogeneidades inducidas por los gradientes de difusion y potencial movimiento
del animal durante la adquisicion de imagenes inducidas por corrientes Eddy o
también conocidas como corrientes de Foucault (Andersson et al., 2003).

Una vez pre-procesadas las imégenes, se delinearon manualmente los bordes
superiores que limitan con la pia e inferiores sobre la interseccién de la materia blanca
y gris utilizando el software ITK-SNAP (Yushkevich et al., 2006); para mejorar la
delineacion de los bordes, las imagenes se sobre-muestrearon por un factor de dos
(los analisis se realizaron con las imagenes normales). Los bordes definidos (ROISs)
fueron utilizados para crear un descriptor anatbmico comun entre los animales
mediante un sistema 2D de grid-lines (David Cortes-Servin, proyecto de maestria).
Estos grid-lines se estimaron a partir de la ecuacion Laplaciana de campos
potenciales entre el borde inferior y superior (Lerch et al., 2008), del cual se anclaron
50 lineas distribuidas sobre el borde superior y a lo largo de la corteza, a su vez, alo
largo de cada linea se le agregaron 10 puntos equidistantes entre si. Asi, todas las
métricas de difusion, tanto del DTl y de MRDS fueron muestreadas en cada uno de
los puntos como se muestra en el Panel Il de la Figura 7.

Para MRDS, la separacion entre los tensores paralelos y perpendiculares se llevo a
cabo mediante el célculo del producto punto entre los eigenvectores con respecto al
grid-line. En este caso, el eigenvector con el producto punto absoluto mas 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 asi en cada
punto equidistante por cada grid-line.
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Figura 8. Flujo del procesamiento de imagenes sensibles a difusion. En el panel | se
ilustra los pasos que se siguieron para el pre-procesamiento de las imagenes,
incluyendo la ecuacion Laplaciana. Panel Il muestra el sistema de grid-lines como
resultado del pre-procesamiento con la finalidad de muestrear los mapas de DTl y
MRDS en cada punto equidistante.

5.3 INMUNOFLUORESCENCIA DE LA CORTEZA
CEREBRAL.

5.3.1 Procedimiento histoldgico

Los animales fueron sometidos a una perfusion intracardiaca con 0.9% de NacCl,
seguido de paraformaldehido (PFA) al 4%. Los cerebros fueron extraidos y fijados en
PFA fresco al 4% durante 24 horas a una temperatura de 4°C. Posteriormente, los
cerebros fueron inmersos en solucion de sacarosa al 20% durante 48 horas, seguido
de otras 48 horas en solucion de sacarosa al 30%. Finalmente, los cerebros fueron
congelados utilizando hielo seco y etanol, y se almacenaron a -80°C.

Previo al proceso histolégico, los cerebros fueron cortados con un criostato (Leica) en
rebanadas coronales de un grosor de 20 um en la regién de interés (aproximadamente
en Bregma 5.86 - 3.14 mm) y se conservaron en solucién fria de PBS (Sigma-Aldrich)
1X. Para la solucién de bloqueo se utilizé suero de albumina bovino (BSA; Sigma-
Aldrich) al 2% + 0.3% de triton X-100 (ThermoFisher) mezclado en solucién PBS 1X,
en el cual las rebanadas fueron almacenadas durante 45 minutos a 4°C.
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Para la caracterizacion de la cito-arquitectura se procedié con la incubacion de los
anticuerpos primarios anti-NeuN (1:350; Abcam) para el marcaje de nucleos
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 caracterizacion de la mielo-arquitectura se logr6 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 procedié6 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 lavo el tejido por una Gltima vez
(3 veces x 10 minutos) y se procedio al montaje del tejido sobre portaobjetos de cristal
ionizados.

5.3.2 Adquisicion de imagenes y procesamiento.

La captura de imagenes se realizO mediante el uso de un microscopio para
fluorescencia Apotome-Zeiss y el software AxioVision. Las imagenes fueron
capturadas con un objetivo de 10X se integraron para formar un mosaico que nos
permitiera tener una vista panoramica de la rebanada. Para ello, se usaron filtros de
emision de 488 nm y 565 nm.

Las imagenes fueron posteriormente procesadas usando el software ImageJ. Aqui,
las imagenes fueron sometidas a procesos basicos de visualizacion como <subtract
background>, <brightness/contrast adjustment>, entre otros. Para el analisis y
procesamiento de las imagenes marcadas con MBP y NF200, se utilizé el software
OrientationJ (disponible en https://github.com/Biomedical-Imaging-
Group/QOrientationJ) del cual se calculo el tensor de estructura (Puspoki et al., 2016)
utilizando un método de pixel-wise en el que el tensor se calculé6 tomando como
referencia el local neighborhood donde se especific6 una ventana de forma
Gaussiana especifica de 15 um para derivar la orientacién local, la anisotropia y la
intensidad, dando como resultado mapas vectoriales y de coherencia.
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6.ANALISIS ESTADISTICO

6.1 ANALISIS CUANTITATIVO DE LAS IMAGENES
SENSIBLES A DIFUSION.

Para el andlisis longitudinal se utilizo6 el programa R v.4.1.0 (R Core Team, 2023),
donde se implementaron diversos paquetes y librerias. El paquete ‘imer’ (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, €tc.), la edad y
grupo como los efectos fijos (B), y el animal per se como efecto mixto (y).

Una vez realizado el ajuste de modelo lineal, se procedié a calcular el Estimated
Marginal Means (EMMs) utilizando el paquete ‘emmeans’ (Russel, 2023) para
interpretacion 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 considerd una p<0.05 como una diferencia
estadisticamente significativa.

El andlisis estadistico se realiz6 en cada punto equidistante del sistema de grid-lines.

/.RESULTADOS

7.1 IMAGENES DE RESONANCIA MAGNETICA

7.1.2 Imagenes estructurales pesadas a T2.

En la Figura 8 se muestran las imagenes anatomicas T2, las cuales revelan una atrofia
hipocampal, principalmente en la region dorsal, teniendo como consecuencia un
agrandamiento de los ventriculos. Es crucial resaltar que la lesidon no es evidente a
los 30 dias postnatales (P30) (cuadro amarillo), sino que comienza a manifestarse a
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partir de los 60 dias postnatales (P60), con una inclinaciébn 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
induccion de la displasia cortical mediante BCNU en roedores. Aqui, cabe sefalar que
todos los sujetos del grupo BCNU exhibieron algin grado de lesion en diferentes
puntos, por ejemplo, algunos manifestaron la lesion hipocampal desde P60 con
evolucién temporal y otros presentaron la lesibn moderada hasta que cumplieron 150
dias postnatales. Este patron conlleva a sugerir que todos los animales en el grupo
BCNU son distintos entre si y que manifiestan una variabilidad inherente propia de las
displasias corticales.

CONTROL

Figura 9. Imagenes anatomicas pesadas a T2. Dos secciones coronales a diferentes
niveles de la corteza muestran anormalidades (hiper intensidades) en animales
BCNU. Se observa una evidente progresion de la atrofia hipocampal asociada al
agrandamiento ventricular (flechas rojas). Siendo mas 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 Imagenes pesadas a difusion.

Los hallazgos derivados del andlisis del tensor de difusion revelan la ausencia de
cambios longitudinales en las métricas clave, como la fraccion de anisotropia (FA) y
la difusividad media (MD). La figura 9-A muestra la representacion espacial de grid-
lines de acuerdo con su nivel de significancia estadistica, y se observa que, en
términos generales, no se presentan diferencias sustanciales entre los animales al
ajustarse el tensor de difusion.

En relacion con la métrica de FA, se identificaron ciertos puntos con una significancia
estadistica (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 anisotropia relativamente mayor en comparaciéon 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 (circulo rojo), donde se confirma que, aunque las tendencias de las rectas
varian entre si, no exhiben una separacion lo suficientemente pronunciada para
alcanzar la significancia estadistica o representar interacciones complejas a lo largo
del tiempo. Sin embargo, estos resultados eran previsibles dado que el tensor de
difusion se encuentra especialmente limitado en su capacidad de caracterizar la
sustancia gris.
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Figura 10. Andlisis del tensor de difusion. A) Visualizacién espacial de los resultados
del andlisis de Post Hoc obtenidos del Modelo Lineal Mixto (MLM) en el sistema de
grid-lines. Se observa que no se encontraron diferencias estadisticamente
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
amatrillo 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 evolucion temporal de las métricas
FApar, FAperp, MDpar Y MDperp. Se observa que, a partir de los 120 dias postnatales, no
se hay diferencias sustanciales entre los grupos. Sin embargo, a los 30 dias
postnatales se identifican disparidades significativas (p<0.05) en FAparen las regiones
gue comprenden la corteza motora ubicada por encima del cingulo, asi 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 mas extensa,
cubriendo y extendiéndose a lo largo de la capa V-VI. Del mismo modo, MDperp €xhibe
significancia principalmente concentrada en la capa VI. No se apreciaron diferencias
entre los grupos en relacién con MDpar.

Esto implica que tanto las fibras radiales como las tangenciales estan presentando
una anisotropia anémala 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 excepcion de MDperp (figura 10-B. Aqui, solamente MDpar
mostré no ser estadisticamente diferente. Interesantemente, al separar los tensores
entre perpendicular y paralelo, vemos que los niveles de FA aumentaron hasta 0.7, lo
cual podria indicar un calculo mas preciso y adecuado de la anisotropia. Este
resultado tiene sentido a la luz de investigaciones recientes que desmitifican la
suposicion de isotropia 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 relacién entre la edad y difusividad no es constante
en ambos grupos.

Por dltimo, 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 anisotropia paralela y
perpendicular en edades tempranas (Villasefior, P., 2023).
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Figura 11. Analisis 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 @ |0 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 N0 presenta diferencias.
B) Trayectorias de como se comportan los valores a lo largo del tiempo en funcién a
las meétricas, donde las barras rojas resaltan que a P30 hubo diferencias
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estadisticamente significativas (p<0.05) en comparacion a otros puntos temporales, a
excepcidon de MDpar (barra amarilla) que no mostré diferencias entre grupos.

7.2 HISTOLOGIA 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 nucleos neuronales (NeuN), el cual mostré que hay
una disrupcion en la continuidad y transicién entre laminas. 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 transicion entre la capa lll y IV,
donde los bordes cito-arquitectdénicos que los delimitan no se encuentran bien
definidos y/o son ausentes. Cambios similares se observan también en la transicion
entre la capa V y VI, a pesar de que los cambios son mas sutiles en las capas mas
profundas, la deslaminacién ocurre y se conserva a lo largo de las edades. En este
sentido, Moroni et al. (2011) reportaron una deslaminacion 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 mas tempranas como P30.

La deslaminacion cortical afecta no solamente a las transiciones entre capas, Si ho
también a la organizacion columnar (Lorente de N6, 1938) en donde las neuronas
siguen una orientacion vertical en cadena. A pesar de que los animales BCNU
muestran una heterogeneidad entre ellos, esta organizacién vertical se vio afectada
entodas las edades (Figura 12-A). Si bien los cambios inducidos son sutiles, podemos
observar que en P60 no existe tal organizaciéon columnar ni tampoco distincion entre
las diferentes capas corticales. Mientras que en P30 y P150 se observa una distincion
ambigua entre capas, la coherencia en la organizacion en columnas se ve afectada.
Estos cambios sutiles se ven reflejados en la cuantificacion del numero total de
neuronas que habitan en cada una de las capas corticales, asi como el tamafo
promedio de estas (Figura 13). Estos datos revelaron que los animales tratados con
BCNU tienen un tamafio neuronal anormalmente mas grande que los controles a lo
largo de las capas corticales (Figura 13-B). A su vez, la cuantificacion del nimero de
neuronas mostré que efectivamente existe una perdida en la densidad neuronal,
particularmente entre las capas V-VI. Siendo mas evidente en P60 (Figura 13-C).
Estos datos sugieren que los cambios son sutiles y varian entre sujetos, pero se
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conservan las anormalidades en la disrupcion de la coherencia cito-arquitectonica a
lo largo del tiempo.

CONTROL

CORTICAL LAYERING

Figura 12. Histologia de la corteza cerebral mediante NeuN. Esquema de la corteza
cerebral y la delimitacion de cada capa cortical dada indicada por cada linea de color
(izquierda). Acercamientos de la corteza somatosensorial en donde se visualizan las
seis capas corticales, cada linea de color representa un borde cortical. En la columna
de animales BCNU, la delimitacion entre la capa IlI-IV y V-VI se ve afectada (lineas
intermitentes cyan y naranja).
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Figura 13. Histologia de la corteza somatosensorial mediante NeuN. A) Organizacion
columnar de la corteza de animales en P30, P60 y P150. Donde se observan
transiciones anormales entre las capas, siendo mas evidente la pérdida de coherencia
vertical en P60. B) Conteo neuronal por capa cortical en las diferentes edades, se
aprecia una reduccion en el numero total de neuronas en las capas llI-lll, V y VI,
especialmente a P60 y P150. C) Promedio del tamafio neuronal entre capas muestra
los animales BCNU tienden a ser de mayor tamafio en comparacion a los controles.

Después de revisar la cito-arquitectura con NeuN y ver que el borde y transicién entre
la capa V y VI esta poco determinada, nos preguntamos si estos cambios serian
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
disminucién en la densidad y tamafio 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, podria estar causando
una transicion anormal entre las neuronas de la capa V y las neuronas de la capa VI.
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Cuerpo Calloso
Hipocampo

CONTROL

Figura 14. Histologia 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 asimetria 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 esta 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 informacion crucial sobre la organizacion
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.

Aqui, 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 organizacion constante de las orientaciones
radiales y tangenciales de las fibras de mielinay 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 organizacion 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 mas profundas hacia las capas superficiales de la corteza motora (M1, M2). A
pesar de que P30 muestra los cambios méas drasticos en la mielo-arquitectura, las
edades de P60, P120 y P150 contindan mostrando anormalidades mas sutiles en
diferentes localizaciones de la corteza. Nuevamente, la extensién y el tipo de
desorganizacion de las fibras varia entre los animales, reafirmando que el modelo
induce alteraciones heterogéneas entre los sujetos.

Especialmente, los resultados obtenidos en la tincion de mielina a P30 adquieren una
gran relevancia, ya que concuerdan con los hallazgos derivados del andlisis de las
métricas de MRDS, como se muestra en la Figura 10. Donde tanto FApar como
FAperp revelan que los animales BCNU tienen menor anisotropia que los controles
en P30. Esto sugiere la posibilidad de que el periodo en torno a P30 desempefia un
papel crucial en la deteccién de la displasia cortical en los animales inducidos por
BCNU.
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R, G I R e

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 desorganizacién 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 organizacion de la mielina, mientras que las otras edades, las anomalias
presentan un caracter mas sutil.

Para abordar estas caracteristicas 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 orientacién local de la resolucién nativa de la
imagen original de MBP, con una ventana gaussiana de 15 um. En el contexto del
tensor de estructura, la coherencia se refiere a la pérdida o ganancia de organizacion
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 ventriculo. En particular, en P30 se observan cambios drasticos en
la coherencia en la corteza somatosensorial abarcando las seis capas corticales
(sefalado por flechas amarillas).
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8.DISCUSION

Cuando abordamos el tema de las displasias corticales focales (DCF), nos
enfrentamos a tres puntos centrales que representan grandes retos en el ambito
clinico. En primer lugar, existe un vacio en la comprension y entendimiento de la
fisiopatologia subyacente y las causas que desencadenan este tipo de malformacion.
Aunque en afios recientes se ha planteado la hipotesis de que una hiperexcitabilidad
en la via mTOR podria desempefiar un papel en el desarrollo de las DCF (Lee et al.,
2022; Schick et al., 2007) esta teoria sigue aun en fase de investigacion. En segundo
lugar, nos encontramos ante la cuestion de la farmacorresistencia, ya que
aproximadamente el 40% de los individuos con DCF presentan una respuesta
inadecuada a los tratamientos farmacoldgicos, lo cual tiene un impacto negativo en
su calidad de vida (Blumcke et al., 2010; Guerrini et al., 2015). Esto nos lleva al ultimo
desafio, que es la identificacion de las lesiones mediante imagenologia por
resonancia magnética. Desafortunadamente, entre el 16% y 43% de los individuos
presentan imagenes de resonancia magnética sin hallazgos patolégicos donde la
lesion es demasiado sutil y heterogénea que pasa desapercibida en estudios clinicos
(Bernasconi et al., 2011; Spitzer etal., 2022). Esta problematica adquiere gran
relevancia puesto que es crucial la localizacion de la lesién para ser candidato a
intervencién quirdrgica y remover el tejido displasico, que hasta el momento sigue
siendo el Unico 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 Ila
microestructura cortical que son ocasionados por la DCF en un modelo animal.

En estudios previos, se han empleado diversas herramientas de neuroimagen con el
propdsito de hacer evidentes estas lesiones. Que van desde el uso de secuencias
MPRAGE y FLAIR (Kabat & Krol, 2012), hasta el desarrollo y aplicacion de métodos
computacionales disefiados para crear diversos contrastes y discernir detalles
anatémicos en las imagenes (Bernasconi et al., 2001; Bonilha et al., 2006). Incluso,
se ha incorporado el uso de la inteligencia artificial para la deteccion de DCF (Bastiani
et al., 2016; Gill et al., 2021). No obstante, todas estas aproximaciones comparten un
aspecto en comun: basan sus analisis en las imagenes anatomicas. Si bien han
resultado efectivas para un buen porcentaje de los diagnosticos de DCF, resultan
insuficientes para la evaluacién de la microestructura. Cabe recordar que la DCF esta
caracterizada por anomalias de tipo microscopicas que las imagenes estructurales
pierden de vista. Por esto, resulta relevante explorar otras alternativas de
neuroimagen que sean capaz de responder preguntas a nivel microscopico, como las
gue se presentan en este proyecto.

La resonancia magnética sensible a difusion (IRMd) resulta particularmente atractiva
en este contexto debido a su capacidad de explorar las propiedades

49



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 direccién preferente de las fibras
mielinizadas, su potencial se extiende hacia tejidos mucho mas complejos, como es
el caso de la sustancia gris.

Los avances en el desarrollo de sistema de gradientes, preprocesamientos mas
sofisticados y secuencias mas eficientes han permitido la aplicacién de IRMd en la
corteza para el estudio de la sustancia gris. Se ha demostrado que la IRMd puede
identificar diferencias microestructurales entre diferentes &reas corticales (por
ejemplo, entre la corteza somatosensorial y motora) (Ganepola et al., 2018). Ademas,
mas alla de las areas corticales, se ha logrado discriminar entre las capas corticales
debido a sus caracteristicas microestructurales udnicas (Leuze et al.,, 2014). Los
primeros estudios que emplearon IRMd en DCF se enfocaron en la sustancia blanca
adyacente a la lesidén, donde se observé que un aumento en la sefial FLAIR viene
acompafada de una disminucion en los valores de FA (Gentile et al., 2016; Gross
et al., 2005), asi como patrones anormales de la sustancia blanca extendiéndose mas
alla de la lesion (Fonseca et al., 2012; Urquia-Osorio et al., 2022). Sin embargo, vimos
en este estudio que el tensor de difusion 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 difusion, la
implementacion de nuevos y mas sofisticados modelos para comprender el tejido
subyacente en pacientes con sospecha de displasia cortical se volvié relevante.
Modelos biofisicos como NODDI (Neurite Orientation Dispersion and Density Imaging)
han revelado cambios significativos en la fraccion de volumen intracelular (ICVF) en
areas lesionadas (Lorio et al., 2020; Winston et al., 2014). Métodos novedosos como
el B-tensor han demostrado diferenciacion entre la sustancia blanca profunda anormal
gue subyace la sustancia gris a partir de los mapas de FAum, mejorando la
delimitacién de la lesion para la planificacion quirdrgica (Lampinen et al., 2020).

Modelos biofisicos que infieren compartimentos como el tamafio del soma y la
densidad neuronal (SANDI) (Palombo etal., 2020) o tomando en cuenta el
intercambio entre membranas de los procesos neuronales (NEXI) (Jelescu et al.,
2022) representan una opcion 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 informacién acerca de las orientaciones de las poblaciones de
fibras, también llamados fixels. Si bien MRDS es una representacion de la sefial y no
un modelo biofisico (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 (Villasefior et al., 2023). En
el presente estudio longitudinal, nuestros resultados que muestran una disminucion
en FApar Y FAperp (Figura 10) respaldan que, efectivamente, una desorganizacion en
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el arreglo de fibras de la corteza esta siendo afectada en los animales con displasia
cortical inducida por BCNU, especialmente a la edad de P30.

Dado que la realizacion de estudios longitudinales clinicos en humanos representa un
desafio considerable, los modelos animales se presentan como una oportunidad para
caracterizar y explorar de manera longitudinal las DCF. Un ejemplo es la exposicion
fin Utero al acetato de metilazoximetanol (MAM), que induce rapidamente la pérdida
de neuronas en la fase de replicacion, originando anormalidades en la migracion
neuronal, heterotopias e hiperexcitabilidad en circuitos neuronales, semejantes a la
displasia cortical en humanos (Battaglia & Bassanini, 2006; Nguyen & Bordey, 2022).
Considerando la via mTOR como fundamento, la electroporacion in Gtero ha permitido
replicar las DCF tipo Il de manera localizada al manipular la funcion (ya sea de perdida
0 ganancia) genética de mTORCL1 (LoTurco et al., 2009; Nguyen & Bordey, 2022).

No obstante, estos ejemplos de modelos animales, pese a su contribucién 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 Il, como la deslaminacién cortical y las
heterotopias 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 excepcion de las neuronas en forma de globo. Ademas, se le
atribuye al modelo que los animales tienen ausencia de crisis espontaneas y la tasa
de mortalidad es practicamente nula, resultando idéneo para la caracterizacion
microestructural con IRMd. En este estudio longitudinal no se encontraron cambios
relevantes a lo largo del tiempo, lo que podria estar sugiriendo que la expresion de la
displasia cortical puede ser mas sensible a edades tempranas y que al pasar un
momento critico en el desarrollo, los animales se desarrollan relativamente normal en
comparacién con los controles. Mas andlisis se necesitan para entender porque P30
es un momento critico donde la curva de los cambios entre grupos es significativa
tanto en la difusividad como en la histologia.

Por otro lado, los modelos animales facilitan la validacion histoldgica, lo cual es un
desafio en estudios humanos dada la limitacion del acceso a tejido biologico tras la
adquisicion de imagenes de resonancia magnética. La relacion entre propiedades
microestructurales derivadas de la sefial de IRMd y el tejido bioldgico es esencial para
Su interpretacion adecuada. Interesantemente, las tinciones de mielina con MBP
mostraron que no solamente la cito-arquitectura esta 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
histoldgicas vistas en las tinciones de mielina de la figura 14. Esta correspondencia
permite inferir que, a pesar de la complejidad cortical, hay organizacion 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:

La reproducibilidad del modelo animal. Si bien estd documentado
gue la inyeccion de BCNU en E15 produce una disrupcion en la
proliferacion y migracion neuronal (Benardete & Kriegstein, 2002;
Yamaguchi etal., 2010) las anomalias 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 imagenes 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 manifestod dichas caracteristicas. Incluso, se probaron
dosis més altas (25 y 30 kg/mg) para evaluar la respuesta al
farmaco y vimos que la gran mayoria de las crias no sobreviven.
La heterogeneidad de los animales lo observamos tanto en las
imagenes anatomicas 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 deslaminacién
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 11y 12).

Como la gran mayoria de los métodos en IRMd tienen
aplicaciones directas en la sustancia blanca, MRDS no es la
excepcion. Mientras que MRDS ha mostrado resultados robustos
en el analisis 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.

La correlacion directa entre las IRMd con la histologia esta
limitada por diferentes factores. Primero, la dimensionalidad de
las imagenes de difusién estd adquiridas en 3D, en el plano
tienen alta resolucion (0.175) pero el ancho de cada rebanada
esde 1mm, lo cual introduce volumen parcial en las métricas de
DTl y MRDS. Mientras que la adquisicion de las imagenes
histologicas esta en 2D, el grosor de cada rebanada es de
apenas 20 um y no permite visualizar la dimensionalidad de las
fibras que entran a la corteza en direccion anteroposterior. Por
ultimo, en este estudio se presenta un numero reducido de
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animales que fueron sometidos a histologia, lo cual no soporta la
comparacién uno a uno con las métricas de difusion.

En general, nuestro estudio concluye que las DCF son dificiles de detectar y
caracterizar, incluso en un modelo animal de BCNU. Sin embargo, hemos demostrado
gue la resonancia magnética sensible a difusibn es una gran alternativa para
identificar areas corticales con una mielo-arquitectura anormal o aberrante causada
por la misma displasia cortical, especialmente en edades tempranas. Ademas, la
aplicacion de métodos avanzados como MRDS, capaces de separar poblaciones de
fibras de manera independiente, son adecuados para este tipo de aplicacion.

Este avance abre un horizonte prometedor que es la evaluacion futura de la
aplicabilidad de MRDS en datos de pacientes con DCF.
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