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Resumen

La técnica de imagen funcional en estado de reposo, por resonancia magnética,
conocida como IRMfer, por sus siglas en inglés (resting state functional Magnetic
Resonance Imaging), permite describir la arquitectura funcional del cerebro,
midiendo sefiales espontaneas de fluctuaciones de baja frecuencia, sin que el sujeto
bajo estudio este realizando tarea alguna. Esta técnica promete ser una herramienta
traslacional porque se ha aplicado en primates no humanos, roedores y otras
especies, mostrando caracteristicas topoldgicas similares entre ellas. En este trabajo
caracterizamos y mostramos las redes funcionales identificadas con esta técnica, en
el topillo de la pradera (Microtus ochrogaster). Este modelo es de importancia
porque, algunos comportamientos sociales de los topillos de la pradera son
parecidos a algunos comportamientos sociales del humano, particularmente la
caracteristica de monogamia social. Se obtienen imagenes por resonancia
magnética funcional en estado de reposo (IRMfer) en un grupo de topillos, los
cuales se sometieron a un nivel de anestesia ligera, utilizando isoflurano. Las
imagenes fueron analizadas con el meétodo mateméatico de componentes
independientes. El andlisis de estas imagenes proporciond mapas de redes
corticales y subcorticales, incluyendo la red motora y sensitiva, asi como de redes

de seleccion/atencion y la red modo basal (default mode network).

Estos resultados representan el primer paso para realizar investigacion basica
traslacional en una especie que tiene algunos tipos de comportamiento social
complejo similares a los comportamientos sociales humanos, entre los que
destacan: relaciones de pareja de tipo monogamo, cuidado y defensa de la guarida
de manera biparental, y cuidado biparental de la descendencia. Estos resultados

tienen el potencial de abrir nuevas oportunidades en el estudio de condiciones como



el desarrollo normal o alteraciones en el mismo, adicciones y desérdenes
neuropsiquiatricos, utilizando modelos animales con comportamientos sociales
especiales, y las bondades de la neuroimagen funcional como técnica no invasiva,
ya que las redes aqui descritas parecen coincidir con aquéllas ya estudiadas en
humanos.



Abstract

The functional image technique in the rest state, by magnetic resonance, known as
rsfMRI (resting state functional Magnetic Resonance Imaging), allows to describe
the functional architecture of the brain, measuring spontaneous signals of low
frequency fluctuations, without the subject under study doing any work. This
technique promises to be a translational tool because it has been applied in non-
human primates, rodents and other species, showing similar topological
characteristics among them. In This work we characterize and show the functional
networks identified with this technique, in the Vole of the Prairie (Vole
ochrogaster). This model is of importance because, some social behaviors of the
prairie voles are like some social behaviors of the human, particularly the
characteristic of social monogamy. Images Are obtained by functional magnetic
resonance in a resting state (rsfMRI) in a group of voles, which were committed to
a low level of anesthesia, using Isoflurane. The images were analyzed with the
mathematical method of independent components. The analysis of these images
provided maps of cortical and subcortical networks, including the motor and
sensory network, as well as salience networks and the network of basal mode

(default mode network).

These results represent the first step in conducting basic translational research into
a species that has some types of complex social behavior like human social
behaviors, among which are: partner relationships of Monogamous type, care and
defense of the lair in a biparental manner, and biparental care of the offspring.
These results have the potential to open new opportunities in the study of conditions
such as normal development or alterations in the same, addictions and

neuropsychiatric disorders, using animal models with special social behaviors, and



the benefits of functional neuroimaging as a non-invasive technique, since the

networks described here seem to coincide with those already studied in humans.



Introduccion

La imagen por resonancia magnética funcional es una técnica fundamentada en dos
fendmenos: el primero es el cambio de las propiedades magnéticas de la molécula
de hemoglobina debido al cambio en su contenido de oxigeno [Ogawa, Nayak et al
(1990)], y el segundo es el incremento en la actividad metabdlica neuronal, y en
consecuencia aumento local de sangre oxigenada [Ogawa, Kay et al (1990)]. El
primer fenomeno implica que se pueden disefiar metodos de adquisicion sensibles
a las variaciones de sefial asociadas a los cambios en la densidad de
oxihemoglobina. En términos practicos, Ogawa demostrd que la oxihemoglobina
produce mayor sefial que la hemoglobina sin oxigenar, utilizando secuencias
particulares en la técnica de imagenes por resonancia magnetica. El segundo
fendmeno, ocurre cuando hay un aumento en la actividad neuronal que desencadena
un aumento del flujo sanguineo, pero la tasa de consumo metabolico de oxigeno no
aumenta a la par del flujo, resultando en mayor densidad de oxihemoglobina en los
capilares circundantes. La imagen por resonancia magnética funcional utiliza el
hecho que un aumento en la densidad de oxihemoglobina se debe a un incremento
de la actividad neuronal y el registro es dado por pequefias variaciones. La técnica
se basa en adquirir maltiples imagenes (series temporales), en las que se distribuyen
periodos de al menos una condicion de interés y periodos de al menos una condicién
control, para posteriormente identificar las regiones cerebrales que mostraron
cambios de sefial sincronizados temporalmente con las condiciones exploradas. La
técnica de imagen por resonancia magnetica funcional (IRMf) es ampliamente
utilizada para investigacion béasica en la neurociencia cognitiva y en el medio

clinico para planeacién quirurgica o investigacion.



Una variante de la técnica IRMf es la técnica de imagen por resonancia magnética
funcional en estado de reposo (IRMfer, o rsfMRI por sus siglas en inglés). La
principal caracteristica de esta es detectar pequefias fluctuaciones en diversas
regiones cerebrales del sujeto, sin que realice tarea durante la adquisicién. En los
ultimos afos, la técnica IRMfer se ha convertido en una herramienta de
neuroimagen que permite el estudio de la organizacion funcional cerebral,
especificamente, en estado de reposo, somnoliento o aun bajo anestesia ligera. Las
fluctuaciones de baja frecuencia (es decir < 0,1 Hz) de regiones anatobmicamente
separadas, que se registran durante un estudio IRMf, se manifiestan con alta
sincronizacion temporal. Con estos estudios se han podido clasificar redes
sensoriales, motoras y asociativas en el cerebro humano. Esto ha permitido definir
las Ilamadas redes en estado de reposo [Biswal et al (1995), Larson et al (2009),
Martuzzi et al (2010), Fox et al (2017), Shulman et al (1997)]. Desde su inicio, a
mediados de la década de los noventa del siglo pasado, y debido al amplio uso de
esta herramienta, se han logrado explorar las funciones cerebrales normal vy
alterada, especialmente en condiciones donde la aplicacion de estimulo constante y
las respuestas a estos son dificiles. Entre los diversos estudios realizado destacan
en el desarrollo temprano, envejecimiento, trastornos neuroldgicos y trastornos

psiquiatricos.

En las altimas dos décadas, varias redes en estado de reposo de orden primario y
superiores han sido sistematicamente identificadas en roedores, primates no
humanos y humanos [Shulman et al (1997), Fox et al (2007), Hutchison et al (2011),
Martini et al (2011), Jockers et al (2011), Lu et al (2012), Sforazzini et al (2014),
Barks et al (2015), Gozzi et al (2016)]. Entre estas redes, la que se clasifica como
de modo basal (default mode network) [Raichle (2015)], compuesta

principalmente, por la corteza prefrontal medial, el hipocampo y la corteza del



cingulo posterior ha sido ampliamente estudiada en modelos animales, debido a
que la alteracion de la conectividad en esta red se ha asociado a una variedad de
trastornos neuropsiquiatricos en humanos [Sheline et al (2009), Whitfield et al
(2009)]. La técnica de IRMfer ha mostrado alteraciones en la red modo basal, en
una serie de modelos animales para la depresion [Sheline et al (2009)], Alzheimer
[Sorg et al (2007)] y autismo [Washington et al (2014)], entre otros, permitiendo
esclarecer los mecanismos subyacentes de los fenotipos humanos correspondientes.
Por lo que esta técnica es una herramienta Util para la investigacion traslacional, ya
que permite realizar estudios en modelos animales de manera no invasiva. Estudios
de interes particular son los relacionados con la neurobiologia de la cognicion social
humana, tema que ha sido dificil de estudiar en animales tipicos de laboratorio, por

no presentar conductas sociales semejantes a las del humano.

En este trabajo se obtienen imagenes por resonancia magnética funcional en estado
de reposo del topillo de la pradera (Microtus ochrogaster) como un modelo de
comportamiento social similar al humano, debido a que este mamifero es una
especie que presenta varios aspectos de comportamiento social parecidos al
humano, entre los que destacan: establecer relaciones sociales mondgamas de largo
plazo, realizar de manera biparental el cuidado del madriguera, en su habitat
natural, y proporcionar cuidado biparental, ademas, de ser una especies de facil
cuidado y adaptacion en laboratorios de investigacion, esto permite mantener estos
mamiferos en cautiverio para su estudio [Stalling et al (1990), Carter et al (1995),
Dewsbury (1998), Numan et al (2003), Lisa et al (2010)].



Capitulo 1 Topillo de Pradera

1.1 Vinculos sociales

Se ha mostrado que los vinculos sociales duraderos representan un papel esencial
en la vida social humana y de algunas otras especies de mamiferos. Las relaciones
sociales entre sujetos, que se van deteriorando con la interaccion social, pueden
afectar a los miembros del grupo de manera positiva 0 negativa, en
comportamientos de tipo psicologico, fisioldégico y conductual. Las relaciones
sociales positivas y duraderas, por ejemplo, entre conyuges (vida de pareja) o
padres e hijos, y comparieros sociales, son esenciales para la salud humana, esta
situacion ayuda a reducir el estrés, depresion, ansiedad y de alguna modo, reducen
el uso de drogas prohibidas, ademas, algunos problemas de salud como patologias
cardiovasculares, asma y enfermedades infecciosas pueden reducirse, con
relaciones sociales positivas de pareja y entre padres e hijos [Smith et al (2011),
Lieberwirth et al (2014)]. La incapacidad para formar y mantener vinculos sociales
positivos entre la pareja y con los hijos pueden generar tendencias a varios
desordenes de tipo psicologico [Bartz et al (2006)]. Esto ha motivado a realizar
estudios neurobiolégicos en mamiferos humanos y no humanos, enfocados a las
estructuras cerebrales, la conectividad entre ellas, y los tipos de neurotransmisores
involucrados en este tipo de comportamientos. Entre estos estudios destacan los
gue han mostrado que las estructuras cerebrales, relacionados con vinculos sociales
positivos, corresponden basicamente al area de la recompensa, motivacion y
emocion [Swain et al (2007), Ortigue et al (2010), Acevedo et al (2011), Song et al
(2015)]. Hallazgos similares se han observado en otras especies de mamiferos que
practican una vida social de tipo mondgamo, trabajos que resaltan la importancia

de los vinculos sociales positivos [Young et al (2001), Numan et al (2003), Bales



et al (2007)]. En consecuencia, se buscan modelos animales, con comportamientos
sociales parecidos al humano, para investigar los mecanismos de funcionamiento
de este tipo de comportamientos e interpolar los resultados al humano. Una
desventaja es que el porcentaje de mamiferos con este tipo de caracteristicas es muy
bajo (3%-5%) [Stalling (1990), Dewsbury (1998), Neuman et al (2003)], ademas,
la mayoria de los modelos animales utilizan el raton (Mus musculus) y rata (Rattus
norvegius), debido a la facilidad de mantener grandes poblaciones, con pocos
recursos, en laboratorios, la abundancia de farmacos, moléculas y recursos
genomicos para estas especies, y el posicionamiento filogenético de estas especies
respecto a los seres humanos. Sin embargo, a pesar de que las especies utilizadas
para investigacion tiene ciertos tipos de comportamiento social, ninguno abarca la
riqueza de comportamiento social similar al del humano, como lo es el caso
particular de una clase del topillo de la pradera, quien tiene apegos sociales
duraderos, cuidado biparental de la descendencia y resguardo de la guarida
[Aragona et al (2004), Lisa et al (2010)]. El topillo de pradera, la clase que presenta
comportamiento socialmente monégamo, ha surgido como una excelente modelo
para examinar la neurobiologia del comportamiento social complejo, incluyendo el
vinculo social. Esta especie de mamiferos varia considerablemente de los modelos
tradicionales de laboratorio (ratas y ratones), ya que €S una especie
excepcionalmente social y a menudo forman relaciones a largo plazo de tipo
monogamo con sus compafieros. En una pareja, ambos padres contribuyen, casi por
igual, a la alimentacion y cuidado de la descendencia, en su habitat natural y en
cautiverio en laboratorio [Young et al (2011), Sun et al (2014), Lieberwirth et al
(2016)].



1.2 Clases de topillos de pradera

El topillo de la pradera es un pequefio roedor, con pelaje color marrén, del tamafio
del hdmster, los adultos llegan a medir entre 125y 172 mm y su cola mide entre 24
y 41 mm, la longitud de las patas traseras oscila entre 17 y 22 mm vy el peso va de
30 a 60 gr. Se localizan en las praderas centrales de Estados Unidos de América 'y
el sur de Canada [Stalling (1988), Kurta (1995)]. Los topillos de la pradera se han
clasificado en 7 clases, aunque una ya extinta, segun su localizacion geografica,

Figura 1.

Microtus ochrogaster haydenii

Microtus ochrogaster ludovicianus (extinto)
Microtus ochrogaster minor

Microtus ochrogaster ochrogaster
Microtus ochrogaster ohionensis

Microtus ochrogaster similis

N o a kDR

Microtus ochrogaster taylorii

Los topillos de pradera son herbivoros, se alimenta de pasto, alfalfa, musgo,
corteza, y raices en invierno, también consumen insectos y algunas frutas en verano,
sin embargo, su principal dieta, casi durante todo el afio, la constituyen las semillas.
La diversidad en su dieta ha permitido que se adapten a estos habitats, a pesar del

escaso suministro de agua y el valor calorico bajo de los alimentos [Kurta (1995)].



MANITOBA

BRITISH ASKATCH
COLUMBIA 2 A2} ONTARIO QUEBEC

WASHINGTON NE

Ottawa
= “ MAINE &
REGON \
SHESOS IDAHO ) {
NY 3 Gulf of
MAS:: Maine

NEVADA
MD. NJ,
1n  DELAWARE

CALIFORNIA

ARIZONA o eico ARKANSAS e

ALABAMA.
TEXAS MISSISSIPPI GEORGIA

&\S\ANA

Figura 1. Distribucién de las clases de
Microtus Ochrogaster

Los periodos de gestacion de los topillos de pradera se presentan casi todo el afio,
sin embargo, este proceso se reduce en inviernos crudos y se incrementa entre
mayo-octubre. El periodo de gestacion, en promedio, es de 21 dias, con una
produccion de 3 a 4 crias, con peso aproximado de 3 gramos. Las nuevas crias
nacen con 0jos y oidos cerrados, su pelaje empieza a aparecer al segundo dia de
nacidos, al quinto dia de nacidos se arrastran por la madriguera y comienzan a
consumir alimento solido por el dia 12 de nacidos, destetandose entre la semana 2
y 3 de nacidos, el crecimiento completo de esta especie se presenta a los dos meses,
aproximadamente. Las hembras maduran entre los 35 y 40 dias de nacidas y los
machos entre los 35 y 45 dias. Esta especie tiene una vida media de un afio, pero
pueden llegar a vivir hasta dos afios [Stalling (1990), Carter et al (1995)]. Los
depredadores del topillo de la pradera son: el coyote, el zorro rojo, el gato de la
casa, la zariglieya, la comadreja, la musararia de cola corta, el halcon de Cooper, el
halcdn de cola roja, el buho barrado, el baho chillon, el lanius y varias serpientes
[Carter et al (1995)]. Algunas subespecies de este mamifero tienen comportamiento
social de tipo mondgamo, caracteristica poco comdn en mamiferos. EI concepto de

monogamia se debe entender como el hecho de que una hembra y un macho,



adultos, se mantienen juntos por largos periodos de tiempo, caracteristica que no
necesariamente significa sexo exclusivo entre esta pareja [Sun et al (2014)]. La
clase de topillos de la pradera de comportamiento mondgamo tiene tres patrones de
comportamiento social que los diferencian de otros roedores, entre las que destacan,
preferencia por una pareja (unién de pareja Unica), rechazo o agresion contra
extrafios pertenecientes a la misma especie (defensa de la guarida) y cuidado
biparental de la descendencia, ambos padres cuidan de las crias. Se ha sugerido que
la monogamia, en esta especie, se presenta debido a las condiciones de recursos
limitados y por la necesidad de que ambos progenitores protejan a la descendencia
[Tamarin (1985), Getz et al (1990), Carter et al (1995)]. Estos patrones de
comportamiento social se derivan del hecho que, observaciones en su hébitat
muestran que la misma hembra y el mismo macho se encontraron en repetidas
ocasiones en la misma madriguera [Getz et al (1990), Lisa et al (2010)]. Estudios
subsecuentes en laboratorio, mostraron que los topillos de la pradera forman un
vinculo preferencial de pareja después de 24 horas del apareamiento [Winslow et
al (1993), Insel et al (1995)], también se ha observado que cuando una hembra
pierde a su compariero, no se une a un nuevo macho [ Pizzuto et al (2008)]. Ademas
de las parejas macho-hembra, las poblaciones de topillos de pradera a menudo
consisten en hembras solas (posibles sobrevivientes sin parejas macho) y grupos
comunales, donde la tendencia de los miembros del grupo es regresar y/o
mantenerse cerca de la descendencia. Debido a que solo entre 3%-5% de los
mamiferos tiene este tipo de comportamiento, se ha implementado la crianza de
topillos de la pradera en laboratorios para clasificar las estructuras cerebrales y las
sustancias (neuro-péptidos, neuroquimicos y hormonas) involucradas en este tipo
de comportamiento [Carter et al (1997), Numan et al (2003), Bartz et al (2006),
Bosch et al (2009)]. Los topillos de pradera son de facil crianza en cautiverio y

laboratorio, ademas, conservan caracteristicas de comportamiento mondégamo en



laboratorio, similar a las de su habitat, tales como: apareamiento preferencial con
un compafiero, mantienen a la misma pareja en la gestacién, y realizan cuidados
biparentales durante la lactancia [Stalling (1990), Carter et al (1995), Kurta (1995)].
Por otra parte, las condiciones de alimentacion y cuidados en estos roedores son
similares a las utilizadas en los roedores comunes de laboratorio. Esta especie,
también, es susceptible a manipulaciones farmacoldgicas y genéticas, asi como a la
aplicacion de paradigmas clasicos del comportamiento utilizados en ratones y ratas.
Todas estas caracteristicas hacen de esta especie un modelo ideal para estudiar la
neurobiologia de los comportamientos de los vinculos sociales positivos o
negativos, asociados con la estrategia de vida mondgama y el cuidado de la
descendencia [Lieberwirth et al (2016)].

Se menciono que las interacciones sociales saludables entre miembros de una
especie son fundamentales para reducir ciertos trastornos de salud mental, entre los
que destacan depresion, adiccion, esquizofrenia y trastornos del espectro autista
(AD), asi que, identificar los mecanismos neurobiologicos y genéticos que
provocan estas patologias resulta esencial para tratar de entenderlos y disefiar
intervenciones farmacoldgicas. Los topillos de la pradera resulta ser un modelo
animal adecuado para investigar este tipo de trastornos, y en particular los de la
clase 4 cuyo comportamiento social de pareja es monégamo. Segun la Figura 1,
esta clase se localizan principalmente en la zona geografica de Illinois, Estados
Unidos de Ameérica. En estudios recientes se ha mostrado que la disrupcion del
vinculo de pareja, en este mamifero, induce respuestas de estrés conductual y
fisioldgico, en tanto que el mantener el vinculo social con la pareja, reduce posibles
afecciones de este tipo, por lo que resulta importante estudiar los mecanismos que
producen estos efectos [Bosch eta al (2009), Young et al (2011), Sun et al (2014)].

Se han clasificado varios neuropéptidos, neuroquimicos, y algunas hormonas



implicados en el comportamiento que lleva a la union de pareja de los topillos de
pradera [Wislow el al (1993), Insel et al (1995), Carter et al (1997)].
Mencionaremos los tres principales, dopamina (DA), Oxitocina (OT) y arginina
vasopresina (AVP), y las estructuras del SNC involucradas en la liberacion y/o
captura de estos componentes, debido a que estos regulan el comportamiento y
adaptacion social, asi como la disfuncion de union de pareja de los topillos de la
pradera [Aragona et al (2004), Lieberwirth et al (2016)].

1.3 Oxitocina, dopamina y arginina vasopresina

El sistema nervioso esta compuesto estructuralmente, por dos tipos de células, la
neurona y la glia, ademas, cuenta con un gran ndmero de moleculas y
neurotransmisores, que tiene como funcion generar proteccion, crear estructuras del
mismo sistema nervioso central (SNC) y establecer comunicacion entre las
diferentes regiones de este. Entre los diversos compuestos, el neurotransmisor DA
y los neuropéptidos OT y AVP, han sido ampliamente estudiados debido a que sus
niveles en el SNC estan estrechamente relacionados con un amplio espectro de
funciones y comportamientos, entre los que destacan: cognicion, emocion,
percepcion, suefio, acciones periféricas en los sistemas cardiovascular y renal,
motivacion y recompensa, ademas del comportamiento del tipo socio-sexual
[Richter (1988), Ophir et al (2008), Baskerville et al (2010)].

La DA es un importante neurotransmisor que ejerce efectos generalizados sobre la
funcion del SNC. Este neurotransmisor esta basicamente involucrado en el control
de movimientos y comportamientos relacionados con la bldsqueda del placer y de
tipo motivacional. La dopamina también modula la transferencia de informacion
asociada con la memoria, la atencion y las acciones de resolucion de problemas,

también puede inhibir la producciéon de prolactina, hormona responsable de la



lactancia. El deterioro de estructuras neuronales que liberan DA pueden tener
efectos muy notables sobre el estado de animo y del comportamiento. Ahora se
sabe que este proceso esta implicado en varios trastornos del comportamiento
neuropsiquiatrico incluyendo la enfermedad de Parkinson, fobia social,
hiperactividad del déficit de atencién (TDAH), depresidon mayor y autismo. La
actividad excesiva de las proyecciones dopaminérgicas en estas regiones cerebrales
se asocia con la esquizofrenia [Baskerville et al (2010), Cost et al (2017), Salamone
et al (2012)].

La OT, considerada la hormona prosocial, debido a que algunas investigaciones
sugieren que este neuropéptido es responsable del comportamiento social de tipo
positivo, entre los que destacan el cuidado materno, unién de pareja, altruismo y
confianza, Sin embargo, también se ha mostrado que es responsable de
comportamientos sociales de tipo negativos como la agresion, defensa territorial.
Comportamientos que se presentan en funcion del contexto social [Baskerville et
al (2010), Love (2014)]. Manipulaciones experimentales de la OT y sus receptores
cerebrales han mostrado la importancia que tiene esta con relacion al
comportamiento social monégamo y no mondgamo en los topillos de la pradera
[Insel et al (1992)], asi como en comportamiento social afin, el cual es medido por
cambios en reconocimiento y memoria social [Ferguson et al (200), Ferguson et al
(2001)]. Estudios en mamiferos no humanos han mostrado el papel que desempefia
la OT en el cuidado materno, por ejemplo, el deficiente cuidado materno en ratones,
debido a lesiones en regiones productoras de OT o0 a un antagonico de OT [Insel et
al (2000), Takayanagi et al (2005)]. También se ha mostrado que altos niveles de
OT y el funcionamiento de los receptores de esa se relaciona con mejores cuidados
maternos [Champagne et al (2001), Francis et al (2002)]. Esto ha permitido mostrar

que la trayectoria del sistema meso-cortico-limbico es importante en los procesos



motivacionales relacionados con estimulos, y se sabe que la DAy la OT actlan en
esta trayectoria, neuroquimicos que acttan como motivacionales sociales e influyen

en el comportamiento social filial [Love (2014)].

La AVP esté involucrada en la regulacion hidroelectrolitica y la tension arterial,
regulando la absorcion de agua en los tubulos renales y produciendo
vasoconstriccion, también es relevante en la respuesta al estrés endocrino actuando
en la parte posterior de la glandula pituitaria [Oh (2008), Rotondo et al (2016)]. El
desarrollo de receptores afines y no afines a la AVP ha permitido esclarecer su
funcién fisiologica y de comportamiento. Estudios anatomicos y farmacologicos,
en animales, han mostrado que la AVP regula varios comportamientos sociales en
diversas especies, siendo importante para la agresion, promoviendo y regulando
esta accion, también se ha mostrado su papel en los proceso de union de pareja en
ciertas mamiferos, otra funcién de importancia es la regulacion del reconocimiento
social, proceso que tiene que ver con la memoria, y es de suma importancia en lo
que se refiere al comportamiento social afin [Coldwell et al (2008)]. Otras areas,
donde la AVP juega un papel importante, son las relacionadas con el estrés,
respuesta inmune, ansiedad y estados de depresion [Coldwell et al (2008), Harony
et al (2010)]. La clasificacion actual de la AVP es que se trata de una hormona
multifuncional, sin embrago, a pesar de que se han mostrado algunas funciones de
esta hormona en el SNC, muchas otras funciones no se entienden bien, hasta ahora,
por lo que se requieren muchas mas investigaciones sobre esta, para identificar

todas sus funciones [Rotondo et al (2016)].

1.4 Nucleos neuronales y circuitos OT-DA-AVP

Las decisiones tomadas ante una situacion o el comportamiento ante la misma, de

un organismo, se derivan de motivaciones recibidas. Con base en los factores



casuales que controlan el comportamiento, Schopenhauer describe a la motivacion
como la manera en que el organismo esta en posicion de elegir, clasificar y buscar
medios para lograr la satisfaccion, es decir los organismos deciden el camino de
mayor satisfaccion como funcién de los factores motivacionales [Schopenhauer
(1999), Salamone et al (2012)]. Como mencionamos, la OT, DA y la AVP son
elementos que regulan muchas actividades del comportamiento en mamiferos,
ademas, hay diversas estructuras neuronales que liberan o reciben a esos
componentes. Entonces, una respuesta resulta de la actividad colectiva de una red
de regiones interconectadas que actlan para sefialar la importancia de los estimulos,
y asignar un valor motivacional, para dirigir la accion méas apropiada [Love (2014),
Rotondo el al (2016), Cost et al (2017)].

En ciertos mamiferos se presenta el comportamiento social de union de pareja
duradera y cuidado biparental de la descendencia, que se debe a un proceso de
motivacion que se gesta en diversos nucleos del SNC y esta regido por la
interaccion de la OT, DAy la AVP en estos nucleos [Young et al (2004), Young et
al (2011)]. La comprension de los nucleos neuronales del SNC involucrados en
estos procesos se ha logrado con estudios neuro-anatdmicos comparativos y
farmacologicos realizados en dos clases de topillos de la pradera, una que ejerce un
comportamiento de tipo mondgama y otra clase con comportamiento de tipo no
monogama [Insel et al (1994), Carter (2008), Ross et al (2009)]. Particularmente,
se ha clasificado que la AVP, y su receptora, actlan en circuitos cerebrales
especificos para facilitar el apego social de una manera especifica [Winslow et al
(1993)]. Las investigaciones realizadas en las especies los topillos de la pradera
mondgama y no mondgama mostraron minimas diferencias respecto del
distribucién de la AVP y OT en el cerebro [Wang eta al (996), Carter el al (2008)],

en cambio, si mostraron una gran diferencia entre la ubicacion y densidad de los



receptores respectivos [Aragon et al (2004), Insel et al (1992)]. Los circuitos
neuronales involucrados, en la union de pareja Unica, ya han sido revisados
[Lieberwirth et al (2016), Benjamin (2012)].

Los principales nucleos neuronales del SNC que presentan actividad en los
circuitos de distribucion y receptores de OT, DA y AVP son: la corteza prefrontal
(PFC), el nucleo accumbens (Nacc), Septum lateral (LS), base de la estria terminal
(BST), area preoptica medial (MPA), amigdala (Amyg), la pituitaria (Pit) y area
tegmental ventral (VTA) [Young et al(2004), Baskervilla (2010)], Figura 2.

= Dopamina
Arginina

= Oxitocina
Vasopresina

Figura 2. Nacleos neuronales del SNC y circuitos de OT-DA-
AVP, implicados en unién de pareja, ruptura del
vinculo y memoria de comportamiento social en
topillos de la pradera. Modifica de Young (2009).

Por otra parte, el procesamiento de recompensas depende del sistema
mesocorticolimbicos dopaminérgico que consiste en neuronas de dopamina en
VTA vy sus proyecciones al NAcc, corteza prefrontal, Hipocampo y Palladium
central y otras areas cerebrales [Wisa (2002), Kalivas et al (2005)]. El apareamiento
de los topillos de la pradera activa el VTA y sus proyecciones neuroanatomicas,

por lo que aumenta la actividad de la dopamina en la corteza prefrontal (PFC) vy el



NAcc, que corresponden a los circuitos de la motivacion [Heimer et al (1991),
Klitenik et 1 (1992)].

En la fase de apareamiento de los topillos de la pradera, las sefales olfatorias de la
pareja son recibidas por el bulbo olfatorio (OB) y son transmitidas al nicleo medial
de la amigdala (MeA), la oxitocina actta en el MeA, y la AVP actla en el septum
lateral (LS) para facilitar el aprendizaje olfatorio y la memoria de lo percibido. El
apareamiento también estimula el incremento de concentracion de la oxitocina
extracelular en el PFC y del Nacc de la hembra y la vasopresina en el Palladium
ventral (VP) del macho, se cree que las proyecciones glutaminérgicas del PFC a
NAcc son importantes en proceso de union de pareja y la activacion del sistema
OT-DA-AVP en el NAcc propicia la preferencia de pareja. Ademas, los nacleos
neuronales involucrados en el proceso de apareamiento y relacionados con procesos
de aprendizaje y memoria de la pareja de apareamiento son: PFC, NAcc, base del
nucleo estriado terminal (LS), area preoptica medial (MPA), nucleo paraventricular
del hipotalamo (PVN), amigdala (Amyg), area tegmental ventral (VTA) y la
pituitaria (Pit). Estas estructuras se activan para reconocimiento y memoria de la
pareja de apareamiento, y lo hacen en funcion de la cantidad e DA, OT y AVP,
proceso que generan una serie de respuesta de los topillos de la pradera que
presentan un comportamiento social de tipo mondégamo, con la primera pareja de
apareamiento y de cuidado de la descendencia de tipo biparental [Richter (1998),
Russell et al (2003), Ross et a (2009), Nephew (2012)]



Capitulo 2 Neuroimagen Funcional

2.1 Técnicas de neuroimagen funcional

La neuroimagen funcional, y las técnicas relacionadas con neuroimagen, son una
herramienta importante para investigar posibles patologias del SNC,
principalmente de tipo cognitivos o conductual, estas investigaciones permiten
determinar posibles patrones de tratamiento. Las técnicas de neuroimagen son:
imagen por resonancia magnética funcional (IRMf), tomografia por emision de
positrones (TEP), electroencefalografia (EEG), magnetoencefalografia (MEG),
espectroscopia cercana al infrarrojo (ECI) y estimulacion magnética transcraneal
(EMT). Otras técnicas, que también se han clasificado funcionales, son: imagenes
pesadas a difusion (IPD), imagenes por tensor de difusion (ITD) e imagenes de
difusion con alta resolucion angular (IDARA), cuya principal utilidad es mostrar

integridad de sustancia blanca [Crosson et al (2010)].

En este trabajo se agrupan en tres las técnicas de imagen. EI primer grupo incluye,
la que mide actividad eléctrica (EEG), magnética (MEG), potenciales de accién
inducidos por corrientes ionicas (EMT) y dispersion de frecuencia de luz infrarroja
en funcion de hemoglobina oxigenada (ECI). El segundo grupo es la TEP, que mide
directamente el metabolismo como funcién de la actividad cerebral a nivel basal,
en esta técnica un incremento en la actividad neuronal regional incrementa la
actividad metabolica, debido al incremento del flujo sanguineo, que suministra
alimento a las células [Crosson et al (2010)]. El tercer grupo corresponde a la IRMf
que permite hacer imagen funcional con base a la respuesta de una actividad, este
ultimo permite clasificar funcionalidad cerebral cognitiva o de comportamiento de

tipo social.



La técnica de IRMf depende de los niveles de oxigenacidn sanguinea (DNOS, o
BOLD, Blood Oxygenation Level Depend, siglas en ingles). El contraste con la
técnica DNOS se obtiene, principalmente, por las propiedades paramagnéticas de
la hemoglobina desoxigenada (desoxihemoglobina) [Pauling et al (1936)]. Los
materiales paramagnéticos tienden a concentrar flujo magnético, lo que provoca
variaciones en la susceptibilidad magnética, de tal manera que, utilizando
secuencias que permiten registrar estas variaciones, se pueden registrar cambios de
la sefial de IRM debido a la DNOS. La sefial de IRM debido a la DNOS es resultado
de la interaccion entre la razon del flujo sanguineo cerebral (rFSC), el volumen
sanguineo cerebral (VSC) y la razon metabdlica cerebral de oxigeno (rMCO,),
especificamente en la region activada. La interaccion de las diversas variables
provoca que el incremento en la rFSC exceda el requerido por actividad cerebral
especifica; por lo tanto, la concentracion relativa de oxihemoglobina por unidad de
volumen disminuye, debido a sobrecompensacion y perfusion, y resulta en un
incremento la sefial IRM. [Kimetal (2006)]. Con latécnica IRMTf se puede mapear
actividad funcional con resolucion espacial de milimetros y resolucion temporal de
segundos, parametros suficientes para estudiar funcion cerebral y su aplicacion al
medio clinico. Debido a su caracter no invasiva, con esta técnica se pueden realizar

estudios longitudinales y de manera repetitiva en poblaciones pediatricas.

2.2 Metabolismo cerebral y flujo sanguineo

El cerebro es un 6rgano que requiere, de manera continua, de un alto consumo de
energia, ya que las membranas neuronales y los astrocitos necesitan mantener
gradientes de concentracion idnica de manera constante [Siesjo (1978), Kandel et
al (1991)]. La necesidad energética del cerebro requiere de un sistema de suministro

energético acoplado y que de manera apropiada responda eficientemente a



demandas energéticas extras provocadas por un incremento metabdlico
[Kuschinsky et al (1981)]. El incremento metabdlico cerebral resulta de estimulos
sensoriales, y se acompafia de incremento energético, especificamente de cambios
en la razon metabolica cerebral de glucosa (RMCgyy) y la razon metabdlica cerebral
de oxigeno (rMCOy. El requerimiento energético extra, responde con variaciones
en el proceso de perfusién cerebral, hacia la region activada, es decir, cambios en
el flujo sanguineo cerebral (FSC) y cambios en el volumen sanguineo cerebral
(VSC) [Roy eta al (1890)]. Las variaciones de la sefial de IRMf fundamentada en
la DNOS se deben a los cambios en el metabolismo oxidativo celular y la perfusion
sanguinea en los vasos capilares, es decir, son una serie de procesos que operan de
manera conjunta entre sangre oxigenada, sangre desoxigenada, y fendmenos de
flujo y volumen sanguina [Ogawa et al (1993)]. Si definimos S como la sefial en la

region activada, entonces, el cambio de sefial (AS/S) de IRMf es:
AS/S = M [AFSC/FSC - ARMCO./RMCO2] — N[AVSC/VSC] 1.1

En la ecuacién 1.1, AS = So- S, AFSC= FSCy - FSC, ARMCO,; =ARMCOy -
ARMCO;, AVSC = VSCy - VSC. M y N son constantes que se determinan, sin
embargo, sus valores dependen del tiempo de relajacion T2 o T2*, para el tipo de

secuencias espin-echo (SE) y echo de gradiente (EGR), respectivamente.

En la ecuacion 1, el termino del lado derecho es positivo, es decir, sefial positiva,
solo si el primer término del lado derecho (metabolismo-perfusion) es mayor que
el segundo término (volumen sanguineo). En resumen, un voxel con sefial IRMf
DNO positiva, resulta de una un incremento en sangre oxigenada por la hiperemia
funcional, mostrando que el cociente ARMCO,/RMCO; es el méas relevante de los

parametros fisioldgicos.



La comunicacidn interneuronal es un proceso sinaptico que implica varias etapas e
inicia cuando un potencial de accion llega a la terminal presinaptica, la llegada de
este potencial induce la liberacion de moléculas neurotransmisoras (glutamato) en
el espacio intersinaptico, activando los receptores de los neurotransmisores en la
terminal posinaptica, lo que permite propagacion de la sefial entre las neuronas. El
glutamato extracelular (puntos morados) es llevado a los astrocitos por iones de
sodio Na*, para convertirlo a glutamina (puntos grises). La glutamina se regresa a

la neurona para ser reconvertida en molécula neurotransmisora, Figura 3.

it SU(K) :
+ f \ Y Estimulo
| K’

/ Capilar
* .
4 4 |
© | ‘r \
-~ /)

\‘ Oxihemoglobina

Termina
Presinaptica

Terminal
Postsinaptica

Desoxihemoglobina

Astrocito

Fig. 3. El cambio de la sefial IRMf refleja directamente
alteraciones en la energia de la sinapsis
glutaminérgica. Modificado de Kida (2006).

De tal manera que la comunicacion interneuronal, cuyo fin es propagar sefiales
entre las neuronas, involucra propagacion del potencial de accién, mantenimiento
de gradientes de concentracion ionica dentro y fuera de la membrana, reciclado de
glutaminérgicos, liberacion y actualizacion de neurotransmisores. Todos los
procesos descritos requieren incremento en el consumo de energia, que
principalmente proviene del adenosin trifosfato (ATP). EI ATP es proporcionado

por la oxidacion de glucosa en neuronas Yy astrictos, de tal manera que, el oxigeno,



recurso para la oxidacion, es suministrado por la hemoglobina sanguinea
(oxihemoglobina), por los que existe una estrecha relacion entre una sefial IRMf
DNOS vy las variaciones de FSC y RMCO,, como lo muestra la ecuacion (1)
[Raichle et al (1987), Ogawa and Tank et al (1990), Ogawa and Glynn et al (1990),
Buxton et al (1998), Kruggel et al (1999)].

2.3 Tiempos de relajacion T2 y T2*

Los parametros M y N, de la ecuacion (1), dependen del tiempo de relajacion T2 o
T2*, este tiempo se conoce como tiempo de relajacion transversal. La técnica IRM
utiliza dos tipos de tiempo de relajacion para captar sefial, el tiempo de relajacion
T1 (relajacion longitudinal), que es el tiempo en que los espines nucleares regresan
a su estado de minima energia, Figura 4a, y el tiempo de relajacion T2 (relajacion
transversal), que es el tiempo en que los espines se desfasan en el plano transversal

a la direccion del campo magnetico principal Bo, Figura 4b.
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Figura 4. a) relajacién longitudinal Tl1l. b) relajacién
transversal T2. Ambos procesos suceden después de
aplicar y retirar un pulso de radio frecuencia (RF)
de 90°.

El caso particular de los tiempos de relajacion T2, existen dos variantes que son:
T2 y T2*, amabas miden tiempos de relajacion transversal (es decir, el tiempo en

que decae la sefial de resonancia magnética debido al desfase de los espines Figura



3b). La principal diferencia entre el T2 y T2* es que T2 se utiliza en la sefial en la
familia de secuencia espin eco (SE) y T2* se utiliza en la familia de secuencias eco
de gradiente (EGR), ademas, esta Gltima considera inhomogeneidades del campo

magnético principal [Mriquestions].

Tiempo de eco  m——

Figura 5. Relajacién de T2 y T2*.

Los tiempos T2* son mucho maés corto que los tiempos T2, Figura 5. Los tiempos
de relajacion T2 se utilizan con la familia de secuencia SE, cuya principal
caracteristica es que se obtiene con un arreglo de dos pulsos de RF en el orden de
90°-180°. Por su parte, los tiempos de relajacion T2* se utilizan con la familia de
secuencias eco de gradiente, cuya caracteristica principal es que utiliza un solo
pulso de RF de 90°y un re-enfase realizado con gradientes, debido a que el pulso
de 180° destruye la sefial T2* [Chavhan et al (2009)].

2.4 Relacion oxihemoglobina, desoxihemoglobinay T2, T2*

La desoxihemoglobina (DOH) en los vasos sanguineos, por ser paramagnetica, se
comporta como un medio de contraste enddgeno para sefialas de IRM [Edvinsson
et al (1993)]. La de DOH provoca cambios locales en el gradiente de campo
magnético entre el vaso sanguineo y el tejido que lo rodea [Ogawa y Glyn et al

(2009)], Figura 4. Esas variaciones microscopicas, del gradiente del campo



magnético, son resultado de la diferencia de la susceptibilidad magnética entre el
tejido interno que rodea el vaso y la DOH paramagnética contenida en los capilares.
Cuando una regién de la corteza cerebral incrementa su actividad como respuesta
a una tarea, se extrae una fraccion de oxigeno de la oxihemoglobina (OH), lo que
se traduce en una caida de la OH en el capilar y un incremento de diéxido de
carbono (CO,) y de DOH. Debido a que el flujo sanguineo cerebral es controlado
localmente y en respuesta a variaciones de O, y CO,, después de unos segundos (2-
6 segundos), se incrementa el FSC, presentado variaciones también el VSC, para
suministrar més OH, y desplazar la DOH. El reabastecimiento de sangre oxigenada
induce variaciones en los gradientes de campo local interno y externo al capilar
Figura 6, etapa donde se obtiene la IRM DNOS.
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Figura 6. Estado basal, la OH y DOH generan un gradiente de
campo, linea punteada. Post estimulo (2-6 segundos)
disminuye la DOH, e incrementa el gradiente de campo.
Modificado de Kida (2006).

Este incremento del gradiente, ademas, genera una diferencia de susceptibilidad
magnética dentro y fuera de los capilares, fendmeno que produce variaciones en los

valores de los tiempos de relajacion T2 o T2*, Figura 7.
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Figura 7. Sefial de IRM como funcién del tiempo de eco y en
base a niveles de oxigenacidén sanguinea y valores de
los tiempos de relajacién T2 y T2*. Modificada de
Kida et al (2006).

Cuando se utiliza la secuencia pesada a T2 o T2*, es decir, medir tiempos de
relajacion T2 o T2*, la eleccion de T2 o T2* depende de la intensidad del campo
magnético externo (campo magnético principal Bo). EI campo magnético principal,
es dado por el equipo utilizado para obtener las IRMf DNOS, y los hay desde 0.32
Teslas (0.32 T) hasta 21 Teslas (21 T). Es importante hacer notar que lo que
realmente afecta los tiempos de relajacion T2 y T2* esta estrechamente relacionado
con la relajacion transversa del agua en la sangre intra capilar (intra) y del tejido

que rodea al capilar (extra) [ Bauer et al (1992), Yablonskiy et al (1994)], Figura 8.
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Figura 8. Sefial de IRM como funcién de los tiempos de eco y en
base a niveles de oxigenacién sanguinea y valores de
los tiempos de relajacién T2 y T2* intra y extra
capilares. Modificad de Kida (2006).



Entonces, los campos magnéticos menores o igual a 3.0 T utilizan, principalmente,
secuencias pesadas T2*, es decir, secuencias que adquieren sefial DNOS utilizando
tiempos de relajacién T2*, y estas secuencias pertenecen a la familia de EGR. Por
otra parte, para campos magnéticos mayores de 3 T, la adquisicion de sefial DNOS
se realiza, principalmente, con secuencias pesadas a T2, por lo que se utilizan
secuencias de la familia de SE [Thulborn et al (1982)]. El concepto de pesado se
refiere a que en la secuencia a T2 o T2*, se adquiere sefial del tejido en el

desfasamiento T2 o T2*.

En esta técnica de imagen la ponderacion a T2 o T2* se utiliza para detectar
cambios de la susceptibilidad magnética debido a variaciones en OH y DOH,
variaciones del orden 1-5%, por lo que existen algunas limitaciones para esta
técnica:

o EI'FSC es un marcador indirecto de la actividad neuronal y no se muestra de
manera directa la actividad neuronal.

o Las dimensiones de la region, que presentan flujo sanguineo regulado, son
del orden de milimetros en diametro.

o Existe un retraso entre la actividad neuronal y el incremento de FSC de 2-6
segundos.

o Como el cambio es muy pequefio (2-5%), son comunes los artefactos por
movimiento.

o La secuencia pesada a T2* son muy susceptibles a inhomogeneidades del
campo magnético.

A pesar de los inconvenientes descritos, esta técnica de imagen proporciona
informacion sobre la actividad neuronal, sin embargo, es importante que las
secuencias de pulsos disefiadas para este fin cumplan ciertos requisitos: el primero
es que la secuencia debe ser sensible a cambios en los tiempos de relajacion T2 o

T2*, el segundo, ser capaz de registrar sefiales DNOS intrinsecamente bajas, con

diferencia de valores porcentuales del orden de unidades, con respecto a valores



basales, y el tercero, debe tener suficiente resolucion espacial y temporal para
cubrir maltiples puntos de manera temporal y distribuido espacialmente en todo el

cerebro.

La técnica DNOS y las propiedades paramagnética y diamagnética de la DOH y
OH, respectivamente, proporciona imagenes oscuras en aquellos voxel que tiene
vasos [Ogawa y Tank et al (1990), Ogawa y Lee (1990)]. Esas propiedades de la
hemoglobina son las causantes de que la sefial debido DNOS como funcion de la
ponderaciona T2 o T2* [Fox et al (1988), Turner et al (1991), Jezzard et al (1994)].
Se esperaria que, con la actividad neuronal, proceso que implica un incremento en
el consumo de oxigeno, el nivel de desoxihemoglobina en la sangre también
aumentara, y la sefial de resonancia magnética (RM) disminuyera, sin embargo, lo
que se observa es un aumento en la sefial de RM, que implica una disminucion en
la desoxihemoglobina, debido a que la actividad neuronal, y un pequefio aumento
en la extraccion de oxigeno de la sangre, inducen un incremento mucho mayor en
el flujo sanguineo cerebral, trayendo consigo mas oxihemoglobina, Figura 4. Por
lo tanto, el efecto masivo sobre la actividad neuronal es una disminucién regional
de la DOH paramagnética, resultando un incremento de la sefial RM. Estas
conclusiones estan soportadas por los resultados obtenidos con la técnica TEP y
estudios de espectroscopia cercana al infrarrojo (NIRS por sus siglas en inglés).
Estas técnicas demostraron incremento en oxihemoglobina, y disminucién de la
desoxihemoglobina tras la activacion, también se incrementa la cantidad total de
hemoglobina, como un reflejo del incremento del volumen de sangre [Fox et al
(1988), Villringer et al (1993)].



2.5 Paradigmas en imagen dependiente de los niveles de
oxigenacion sanguinea

Por lo descrito en los parrafos anteriores, la técnica de imagen funcional DNOS es
complicada en el sentido que involucra parametros fisioldgicos relacionados con
suministro de hemoglobina oxigenada (OH), deslavado de hemoglobina
desoxigenada (DOH), variaciones en flujo y volumen sanguineo, en regiones
cerebrales activadas, y el subsecuente registro de estas variaciones, que no
representan mas que una variacion porcentual de entre 1-5% de su estado basal.
Sumado a lo anterior, estan los parametros que se ajustan en los equipos de imagen
para poder realizar los registros de manera confiable, al utilizar secuencias
ponderadas a T2 o T2*, que como describimos, estan es funcion de la intensidad
del campo magnético que se utiliza para el experimento.

Sin embargo, la técnica de imagen funcional DNOS ha motivado a muchos grupos
a realizar estudios para mapear la actividad cerebral, de tal manera que desde la
década de los 90 del siglo pasado han surgido un gran numero de trabajos con esta
técnica de imagen. El primer estudio de la actividad cerebral en humanos, lo
realizaron utilizando un agente de contraste exdgeno para mapear la corteza visual
[Belliveau et al (1991)]. Poco después, se mapeo la funcion sensitiva y motora
[Kwong et al (1992), Bandettini et al (1992)]. También, se han realizado estudios
en otros mamiferos no humanos, y utilizando un equipo de 7.0 Teslas se ha aplicado
esta técnica para mapear el cerebro de roedores, donde la tarea consistia en aplicar
estimulos al roedor durante el escaneo. Otro grupo, en los laboratorios AT & T Bell,
mostro que se puede obtener mapeo cerebral funcional con esta técnica de imagen
[Ogawa y Glynn et la (1990)]. Para generar mapas cerebrales de regiones de intereés,
con esta técnica, se realiza un volumen grande de escaneo de manera sucesiva del

cerebro completo para detectar actividad, recopilando una gran cantidad de



imagenes con informacidn, proceso que requiere de dos fases: el reposo, es decir,
el sujeto bajo estudio no realiza tarea alguna, y la actividad, es decir el sujeto hace
cierta tarea. La técnica IRMf DNOS obtiene informacién de activacién de un
sistema (una region cerebral especifica), como resultado de la modulacion a la
respuesta de estimulos externos. Esto estimulos (tareas) pueden ser tareas

cognitivas, auditivas, visuales, sensitivos y ejecutivos.

Un arreglo particular de estimulos se conoce como paradigmas. Un paradigma es
una tarea construida de tal manera que tenga una estructura temporalmente
organizada, la tarea puede ser de uno solo tipo o diversas tareas, lo cual implica
registrar mas de un area cerebral a la vez, con la condicion de que la estructura
temporal del paradigma se arregle de tal manera que una vez se presente la tarea y
continuacion la inactividad (reposo), este proceso se conoce como periodo de
actividad-reposo. Las tareas propuestas deben basarse en predicciones de
comportamientos del tipo cognitivo, motor, visual o auditivo, es decir, el
experimentador debe crear la estructura del paradigma basado en una hipotesis
sobre la regidn o regiones, neuroanatdmicas que participaran, para poder clasificar
la diferencia entre las tareas de actividad-proceso [Turner et al (1993), Brockway
(2000), Buchanan et al (2000)].

Los paradigmas se han clasificado principalmente en tres: el primero se clasifica
como paradigma por bloques, cuya finalidad es mantener actividad neuronal
asociada a la tarea realizada [Glover (1999)]. El segundo se clasifica como
paradigma relacionado a eventos, este detecta variaciones transitorias en la
variacion de la hemodindmica lo que permite realizar analisis de correlatos
neuronales con base a respuestas conductuales [Amaro et al (2006)]. El tercero es

una combinacion de los dos anteriores [Donaldson (2004)].



2.6 Imagen por resonancia magnetica funcional en estado
de reposo

La técnica de imagen DNOS, descrita, utiliza paradigmas basados en tareas o
estimulos. Técnica que resultado ser una herramienta muy 0til para entender
algunas funciones cerebrales. Su principio se basa en utiliza cambios de la sefial de
IRM, relativos a una linea basal, que se derivan de variaciones en el metabolismo
producidas por realizar alguna tarea o resultados de un estimulo. Con esto, se puede
inferir la neuroanatomia que se activa y que ademas esta en estrecha relacion con

la tarea o estimulo aplicado al sujeto bajo estudio.

Surgi6 una variante de esta técnica, en la década de los 90’s del siglo pasado, donde
se adquieren imagenes de actividad metabolica, sin aplicar una tarea o estimulo
durante la adquisicion de estas, por lo que se etiqueto como estado de reposo. La
clasificacion actual de esta técnica es: imagen por resonancia magnética funcional
en estado de reposo (IRMfer) o imagenes por resonancia magnetica de conectividad
funcional. Con esta teécnica, se puede registrar actividad neuronal sincronizada de
diferentes regiones cerebrales, actividad que se presenta de manera espontanea y
de la que siempre se obtienen registros correlacionados de diferentes areas del
cerebro. El cerebro siempre esta activo, aun sin que el sujeto realice alguna
actividad o se le aplique un estimulo. Este sistema, en reposo, consume en promedio
20% del oxigeno que inspira el sujeto y un promedio del 50% de glucosa
consumida, a través de los alimentos. Cuando se presenta cambios metabdlicos
neuronales, en respuesta a un estimulo externo o tarea impuesta, se ha mostrado
gue solo se incrementa, aproximadamente, de 1% a 5%, los consumos de oxigeno
y glucosa [Raichle et al (2006)], por lo que se intuye que el alto consumo energético

del cerebro en reposo implica actividad continua en este [Fox et al (2007), Lord et



al (2013)]. Han surgido varios estudios, a partir de la mitad de la década de los 90
del siglo pasado, que muestran actividad fisiologica espontanea de frecuencia bajas,
registradas en el rango de 0.01hz hasta menores a 0.1 Hz [Buzsaki et al (2004)]. El
primero en reportar esta actividad continua, o fluctuaciones fisioldgicas en la
corteza motora, debido a ondas de baja frecuencia (0.01-0.1 Hz) fue Biswal [Biswal
et al (1995)]. Este trabajo muestra resultados de fluctuaciones fisioldgicas
espontaneas de baja frecuencia (~0.08Hz) de actividad cerebral en el estudio de un
sujeto en condicidn de reposo, proceso que se clasifico como “actividad continua”
o “estado de reposo”. Antes de este trabajo, las frecuencias registradas en este
rango, o frecuencias mayores o igual a 0.1 Hz no se consideraban variaciones
producidas por el metabolismo fisioldgica debido a actividad neuronal, en su lugar
era considerado ruido producido por la electrénica del equipo de adquisicion o por
actividades fisioldgicas tales como frecuencia cardiaca o respiratoria [Kriiger et al
(2001), Martini et al (2007)]. Por ejemplo, la frecuencia respiratoria registra
fluctuaciones fisioldgicas en un rango de frecuencias de 0.18-0.25 Hz [Wu et al
(2005), Martini et al (2007)], en tanto que el ritmo cardiaco presenta fluctuaciones
fisioldgicas para frecuencias en el rango 0.9-1.1 Hz, principalmente. Aungue se ha
registrado ritmo cardiaco que genera ruido en frecuencias bajas (<0.1 Hz), su
contribucion es minima [Shmueli et al (2007)]. Por otra parte, se hizo una
clasificacion de rangos de frecuencias, por Cordes, en: frecuencias bajas (0.0-0.1
Hz), frecuencia respiratoria (0.1-0.5 Hz) y frecuencia cardiaca (0.6-1.1 Hz) y
reporta que los mapas funcionales generados con la técnica IRMfer tiene una
contribucion de 90%, principalmente, de frecuencias bajas en mapas de
conectividad auditivo y visual y de 70% en mapas de conectividad motora. Por lo
que las contribuciones del ruido cardiaco y respiratorio en frecuencias bajas, no
contribuye de manera significativa [Cordes et al (2001)]. Otro trabajo, basados en

técnicas alternas, han mostrado que los registros de fluctuaciones en frecuencias



bajas pertenecen a actividad cerebral en reposo [Arieli et al (1995), Myhew et al
(1996), Lu et al (2007)]. Ademas, el actual estado de desarrollo de herramientas de
andlisis de imagen permite reducir y filtrar frecuencias de sefiales de interés que
corresponde a ruido fisioldgico, artefactos de movimiento o de adquisicion y sefial

de interés.

2.7 IRMfer y redes neuronales en reposo

La técnica IRMfer presenta tres principales ventajas sobre la técnica de IRMf
obtenida con paradigmas especificos. La primera es que con la técnica de IRMf se
pueden clasificar estructuras cerebrales definidas, en tanto que la técnica de IRMfer
esta enfocada en fluctuaciones espontaneas de todas y cada una de las estructuras
cerebrales, registrando actividad en diferentes areas en un solo proceso de
obtencion de imagenes. La segunda, en la técnica IRMTf requiere que el sujeto esté
atento a instrucciones especificas de alguna tarea o responda a un estimulo, por su
parte, la técnica IRMfer se puede aplicar en sujetos que no tiene capacidad para
poner atencidn a tareas especifica. Por ultimo, la tercera, y no menos importante,
con la técnica de IRMfer se construyen mapas de conectiva cerebral de manera
espacio temporal, mostrado que el cerebro no es una agrupacion de estructuras con
actividad individual, mas bien, son muchos modulos trabajando en sincronia
[Shadlen et al (1998), Lee et al (2013)].

Con esta técnica se han clasificado varias redes neuronales en reposo (RNR), tanto
en mamiferos humanos como no humanos [Damoiseaux et al (2006), Petermanna
et la (2009), Lee eta la (2013)]. Entre las redes que destacan estan: la red
somatosensorial, que fue la primera red clasificada en 1995 por Biswal [Biswal et

al (1995)]. La red modo basal (RMB), y tal vez sea el mas fundamental, aunque



poco entendido (DMN de Default Mode Net en inglés) [Reichle et al (2001),
Reichle (2015), Gusnard et al (2001), Greicius et al (2003), Raichle (2015)]. La red
visual que se extiende sobre la corteza occipital [Leopold and Logothetis (2003),
Leopold, Murayama et al (2003), De Luca et al (2006), Power et al (2011)]. La red
auditiva que consiste del giro de Heschl, el giro temporal superior y la insula
posterior [Smith et al (2009)]. La red de atencién [Fox et al (2006)]. La red de
lenguaje que incluye las areas de Broca y Wernicke, ademas se extiende a las
regiones subcorticales prefrontal, parietal [Tomasi et al (2012)]. Por ultimo, la red
que incluye el talamo, el cerebelo y los ganglios basales [Zhang eta al (2008),
O’Reilly et al (2010), Di Martino et al (2008)]. Otro trabajo en humanos ha
identificado RNR involucradas en la ejecucion del control de la atencidn, que
modula la atencion del control cognitivo, alojados en la red dorsal de atencion,
compuesta por campos visuales frontales y surcos interparietales [Lee eta al
(2013)]. Los trabajos para clasificar las RNR, estan enfocados en entender su
funcionamiento, asi como estimar la posible conectividad entre ellas. La
clasificacion de las RNR tiene por objetivo mostrar posibles desarrollos atipicos,
procesos de degeneracion, variaciones inter-sujetos o condiciones patologicas. Esto
ha generado gran interés en desarrollar técnicas para medir lo que se ha clasificado
como conectividad funcional (cf) en el cerebro y relacionar los patrones de
conectividad con la informacidn sobre los limites estructurales y las propiedades de
la respuesta funcional de las mismas [Horwitz (2003), Van Djik et al (2010)]. El
concepto de conectividad cerebral se define como la correlacion temporal de la
sefial derivada de eventos neurofisiologicos remotos [Van Djik et al (2010)], con la
caracteristica importante que un evento, no necesariamente influya sobre los otros
posibles eventos, es decir, los eventos fisiologicos pueden ser correlacionados
porque son eventos neurofisiolégicos o estimulos activados de manera
independiente [Cordes et al (2000)].



Esta técnica de imagen es muy sensible, debido a que la actividad que registra se
hace en frecuencias muy bajas (< 0.1 Hz), sin embargo, y debido al desarrollo de
software para procesar se puede aplicar esta técnica para discriminar frecuencias de
fluctuacion fisioldgica por actividad neuronal de frecuencias fisioldgicas naturales,
en muestras en estado de alerta, [Peteremanna et al (2009), Lee et al (2013)], en
muestras en fase de anestesia general [Vincent et al (2007)], asi como suefio
profundo [Horovitz et al (2009)], suefio ligero [Larson-Prior et al (2009)] y fase de
anestesia ligera [Greicius et al (2008)]. Ademas, estudios en humanos y otras
especies, han mostrado coherencia de tipo espacio temporal de la actividad
correlacionada en el cerebro [Fox et al (2006), Lee et al (2013)]. Se han creado
diversas técnicas de IRM para discriminar sefial dtil de ruido fisiologico, entre estas
la més utilizada es la secuencia de imagen eco planar IEP (EPI, siglas en ingles).
La Figura 9 muestra una relacion de los tiempos en que suceden algunos fendmenos

fisiolégicos y los tipos de secuencias utilizadas con la técnica de IRM.
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Figura 9. Tiempos de procesos fisiolégicos y tipos de secuencias
utilizadas en IRM con base al proceso.

La técnica de IRMfer proporciona informacion muy importante para generar mapas
cerebrales, que se clasifican como redes neuronales en reposos (RNR), en una solo
sesion de escaneo. El tiempo promedio, aunque depende de los pardmetros en la

secuencia, para realizar el escaneo total es del orden de 6 minutos, a diferencia de



escaneos con la técnica IRMf que pueden durar hasta el doble de tiempo. La técnica
IRMfer tiene la versatilidad de obtener imagenes en humanos en estado de suefio
ligero, anestesia ligera, etc., ademas, se puede aplicar a grupos que van desde recién
nacidos, hasta persona con problemas de atencidn, asi como a otros mamiferos no
humanos.

Por otra parte, el tipo de secuencia, sus parametros, y el campo magnético principal
Bo, son fundamentales para obtener informacion confiable de RNR activas, ya que
las fluctuaciones registradas son de frecuencias muy bajas. Las secuencias pesadas
T2 o T2*, junto con la técnica de imagen eco planar (IEP, EPI por sus siglas en
inglés) son la herramienta clave para realizar IRMf dirigida por paradigmas o en
estado de reposo. La Técnica IEP permite obtener imagenes rapidas, en promedio
un corte en 100 milisegundos (100 ms), con un solo pulso (disparo) de radio
frecuencia (RF), colectando informacion al variar los gradientes de fase (Gpe) y de
frecuencia (Gre). La familia de secuencias EGR consiste en excitar a los espines
con un pulso de RF con cualquier 4ngulo a < 90°, y, por tratarse de un eco, el re-
enfase se hace con los gradientes de fase. Por su parte, para la familia de secuencias
SE utilizamos dos pulsos de RF en el orden (90°-180°), el segundo pulso es para re-

enfasar a los espines, y asi generar el eco, Figura 10.
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Figura 10.a) Diagrama de secuencia EGR, con un solo pulso de RF.
b) Diagrama de secuencias SE con dos pulsos de RF.
Registro de sefiales S1, S2.



Como se menciond, la DOH actla como contraste enddgeno, sin embargo, esta
es reemplazada por OH, debido a la actividad neuronal lo que implica incremento
de volumen sanguineo intravascular (VSC) (apartado 2.2, ecuacion 1, y apartado
2.4, Figura 6). Debido a que DOH es paramagnética y la OH es diamagnética, la
activacion neuronal provoca cambios en las concentraciones de estos dos
materiales disminuyendo sus razones R y R*, para cada componente [Thulborn
et al. 1982; Ogawa et al. 1990], lo que permite registrar contraste DNOS
T2(1/R2) y T2*(1/R2*), por consiguiente, sefiales de cambios en la actividad

neuronal basados en proceso hemodinamicos.

Los micro gradientes (apartado 2.4) de campo magnético alrededor de los vasos
y capilares sanguineos, que contiene DOH, producen contraste DNOS de dos
maneras [Bandettini et al. 1994; Weisskoff et al. 1994]. El primer contraste se
debe al que los espines intravoxel se desfasan, fendmenos mas probables cerca
de los vasos sanguineos grandes, y provoca perdida de la sefial pesada a T2*, la
cual se registran técnicas de imagen EGR. El segundo tipo de contraste se debe
a que los espines se difunden en los miro gradientes, lo que provoca reduccion
en la sefial pesada a T2, la cual se registra con técnicas de imagen SE. Sin
embargo, el contraste se incrementa linealmente con la intensidad de Bo, por lo
tanto, incremento en la intensidad del campo provoca incremento en el contraste
de imagenes pesadas a T2 con respecto al contraste en imagenes pesada a T2*.
Por ejemplo, en un campo de 4T se logran mejores contrastes DNOS en tejido
gue en vasos grandes, utilizando secuencias de la familia SE [Yacoub et al.
(2001)]. En resumen, para lograr contraste DNOS se pondera el escaneo a T2 o

T2*, como funcion del Bo, resultando que: en B0 < 3.0 Teslas las secuencias



GRE_T2* son las que se utilizan, en tanto que las secuencias SE_T2 se utilizan
en B0 > 3.0 Teslas.

2.8 Imagen por resonancia magneética en pequenas especies

El uso de pequefias especies, como modelos animales en investigacion de ciencias
basicas y preclinicas, es esencial para el desarrollo de estrategias en biociencias y
neurociencias [Lewies et al 2002)]. Los modelos en especies pequefias a nivel
biociencias permiten descubrir comportamiento a nivel molecular, para
posteriormente interpolar estos resultados a diagnostico en humanos y su posible
aplicacion terapéutica, incrementandose los modelos en estas muestras debido a
que el comportamiento de una molécula, estudiada en un modelo de enfermedad
particular, es diferente in vivo que in vitro, y por cuestiones éticas las pruebas no
se pueden realizar en humanos [Cunha et al (2014)].

También han surgido algunos modelos en especies pequefias que permiten realizar
investigacion en neurociencias, entre las que destacan: neuroanatomia,
conectividad neuroanatdmica y respuestas de comportamientos social. Una
herramienta que ha incremento el nimero de estos modelos son las técnicas de
imagen [Zerbi et al (2015)]. Las técnicas de imagen, ajustadas a pequerias especies,
permite hacer estudios en modelos animales de manera longitudinal, para realizar
el seguimiento de procesos patoldgicos o de comportamiento de algun farmaco de
prueba [Cucha et al (2014)]. Una definicion adecuada de lo que las técnicas de
Imagen representan, para los modelos en especies pequefas, es la presentada por
Zanzonico que dice “un modo apropiado para evaluar estructuras bioldgicas y
funcionalidad in vivo de manera no invasiva, y que permite registro cuantitativo,
en estado de salud y patoldgico, lo proporciona las modalidades de imagen

adaptadas a especies pequefias” [Zanzonico (2011)]. Hay dos ventajas de utilizar



técnicas de imagen, para realizar investigacion de especies pequefias. La primera
tiene que ver con reducir el namero de la muestra y la segunda, de mayor
importancia, reducir la variabilidad biol6gica, considera la compleja interaccion
entre los procesos fisioldgicos y bioquimicos que suceden de manera natural. Esta
ultima se refiere a que cada muestra trabaja a su propio ritmo bioldgico.

Otra caracteristica relevante de la investigacion en especie pequefias con técnicas
de imagenes es que los equipos de imagen utilizados son similares los equipos de
imagen utilizados en humanos, por lo que resulta factible interpolar, tanto las
técnicas disefiadas, los modelos desarrollados, y los resultados obtenidos con esta
técnica, a protocolos en humanos [Weissleder et al (2001), Kagadis et al (2010),
Zanzonico (2011)]. Las modalidades de imagen realizadas en especie pequefias
incluyen la técnica de tomografia computada (TC), tomografia por emision de
positrones (TEP), tomografia por emision de un solo positron (TESP), ultrasonido
(US) e imagen por resonancia magnética (IRM). De las técnicas mencionadas, la
técnica IRM tiene un rango mas amplio de aplicaciones que incluyen desde
imagenes estructurales de alta resolucion hasta imagenes funcionales de diversos
tipos, siendo la técnica méas utilizada en especies pequefias, ademas de ser una
técnica no invasivo, que junto con la técnica de US no utilizan radiacion ionizante.
Todas las técnicas mencionadas, también se utilizan en la clinica medica en
humanos, sin embargo, es importante notar que la resolucién con la que se realiza
la obtencion de informacion en humanos y especies pequefias es diferente, como se

muestra en el Cuadro | [Kiessling et al (2011)].



Modalidad| Resolucion Espacial | Mejoras en Modelo Preclinico vs Clinico

Clinico | Preclinico

IRM ~1mm | <100um | Alto Campo Magnético, Mejores Gradientes y Bobinas

TEP ~5mm 1-2mm | Reduccion de Tamano de Detector en Diametro

TESP | ~1cm 0.5-2mm | Colimador Pinhole (Magnificacion del Resultado)

TC 1-2mm | <200um | Alta Cantidad de Rx, Pequefios Puntos Focales

usS 1-2mm | <100um | Rastreo con Altas Frecuencias

Cuadro I. Comparacién en resolucién y mejoras en hardware de los

equipos preclinicos vs equipos clinicos.
Las técnicas de imagen, aplicadas a especies pequefias, se pueden clasificar como
no invasiva, en el sentido de que, la mayoria de las veces no se sacrifica a la muestra
y se realizan estudios longitudinales. Sin embargo, se pueden clasificar,
principalmente, en dos grupos. El primer grupo lo constituyen las técnicas que
utilizan radiacién ionizante para obtener informacion, grupos al que pertenecen las
técnicas de TEP, TESP, TC, por su parte el segundo grupo lo constituyen las
técnicas de US e IRM, cuya principal caracteristica es que no utiliza radiacion
ionizante, y que para obtener la informacidn excita el tejido y reciben un eco como
respuesta, el cual reconstruyen para generar imagen u otro tipo de informacion de
este. Es importante resaltar que la mayoria de los estudios de imagen realizados en
pequefias especies se llevan a cabo con la técnica IRM, con equipos que tiene
campo magnético con intensidades desde 4.7 Teslas (4.7T) hasta 21 Teslas (21T)
[Kiesslinger et al (2011)].

La mayoria de los estudios de imagen en modelos de especies pequefias para
biociencias y neurociencias se han realizado en ratones y ratas, debido a su manejo
y versatilidad, en el sentido de inocular molecular, tumores etc., y en algunas

especies por sus comportamientos. Sin embargo, la mayoria de estas especies no



tienen comportamientos de tipo social complejos, similar al del humano. EIl caso
del topillo de la pradera es particular por dos razones. La primera, se puede
mantener en laboratorios como se hace con ratas y ratones y la segunda tiene que
ver con que una subclase de estos presenta comportamientos sociales similares al

humano.



Capitulo 3 IRMfer de Topillos de la Pradera

3.1 Topillos de la pradera

Como mencionamos, los modelos de investigacion en animales, y particularmente
en especies pequeiias, se consideran de utilidad cuando sus resultados pueden ser
traslacionales, en consecuencia, estos modelos deben poder simular patologias o
comportamientos psicosociales humanos. En particular, la neurobiologia del
comportamiento social complejo humano ha sido dificil de estudiar en animales
tipicos de laboratorio, rata o ratdn, ya que dificilmente manifiestan comportamiento
social similar al humano.

El comportamiento social particular, de una clase de topos de la pradera [McGraw
et al (2010)], ha permitido utilizarlo como modelo animal de especies pequefias, y
los trabajos realizados en este modelo han contribuido a una mejor comprension de
la neurobiologia y genética de la vinculacion social [Young et al (2001), Numan et
al (2003), Bales et al (2007)], cuidados parentales [Olazébal et al (2005), Rilling et
al 92014), Keebaugh et al (2015)], proteccion social [Smith et al (2014)], efectos
en su comportamiento social adulto por experiencias de vida infantil [Ahern et al
(2009), Perkeybile et al (2013), Barrette et al (2015)], y depresién relacionada con
comportamiento social [Grippo et al (2007), Scotti et al (2015), Bosch et al (2016),
McNeal et al (2017)]. Un estudio del topillo de la pradera demostré que la
estimulacion unilateral del bigote y estimulos del olfato realizados con nuevos
olores inducen cambios en la sefial DNOS [Yee et al (2016)], lo que muestra la
viabilidad de estudios de neuroimagen funcional DNOS en estos modelos animales.
Hasta ahora, la mayoria de los trabajos realizados, para estudiar este tipo de
comportamiento social del topillo de la pradera, se centran en moléculas y

neurotransmisores, asi como, la clasificacién de las estructuras del SNC que



generan las moléculas o neurotransmisores, 0 que de alguna manera estan
relacionadas con estas. Actualmente, no hay trabajos que caractericen la
organizacion neuroanatomica funcional cerebral y que se hayan realizado con
técnicas de neuroimagen DNOS en estado de reposo, en esta especie en particular.
En este contexto, clasificar mapas cerebrales en el topillo de la pradera, para
describir conectividad cerebral, y poder correlacionar estos mapas con
comportamientos psicosociales, permitira realizar investigacion en este modelo
animal que posteriormente se puede hacer traslacional al humano.

Actualmente, se han identificado en roedores varias redes en estado de reposos
[Hutchison (2010), Joncker et al (2011), Mechling et al (2014), Nasrallah et al
(2014), Stafford et al (2014)], Zerbi et al (2015), Gozzi et la (2016], primates no
humanos [Vincent et al (2007), Rilling et al (2007), Hutchison et al (2011), Martini
etal (2011), Barks et al (2015)] y humanos [Biswal et al (1995), Xiong et al (1999),
Cordes et al (2000), Zhang et al (2008)]. Logrando clasificar varias redes, entre las
que destacan: la red de modo basal [Sheline et al (2009), Raichle et al (2001),
Raichle (2015)], compuesta principalmente por cortezas prefrontal medial, del
cingulo posterior y la corteza latero parietal. La red modo basal ha sido muy
estudiada en modelos animales, debido a que, alteraciones en su conectividad se
asocian a una variedad de desordenes neuropsiquiatricos en humanos, por ejemplo,
utilizando IRMfer en modelos animales se han observado alteraciones en esta red,
en depresion [Sheline et al (2009)], Alzheimer [Sorg et al (2007)], esquizofrenia
[Whitfield-Gabirlei et al (2009)], y autismo [Whasington et al (2014)], entre otras.

En este trabajo, mostramos el mapeo cerebral, que se deriva de la conectividad
funcional en estado de reposo (IRMfer), de un grupo de topillos de la pradera con
la hipdtesis de que este mapeo es capaz de evidenciar redes cerebrales a gran escala,

incluyendo redes sensitivas y de asociacion, asi como la red modo basal.



3.2 Muestra

En este protocolo se trabajé con una muestra de 13 topillos de la pradera (Microtus
ochrogaster). La muestra consistio solo de machos con edad de doce semanas, un
peso promedio de 54.15 + 5.24 gramos. La muestra se obtuvo de una colonia
descendiente de seis parejas, donadas por el Dr. Larry J. Young de la Universidad
de Emory, EUA. Toda la colonia de topillos de la pradera se mantiene en
condiciones de resguardo similar a ratas y ratones, es decir, la muestra se alojo en
un cuarto con luz controlada (ciclos de luz- oscuridad de 14:10), a una temperatura
promedio de 23 °C. La muestra, al igual que toda la poblacion de topillos, se
alimentaron con una dieta basada principalmente en dieta de conejo HF-5326
(LabDiet, St. Louis, MO, USA), agregando a esta dieta avena y semillas de girasol,
el proceso de hidratacion se realizé con suministro de agua a libre demanda. Algo
relevante a mencionar es que cada muestra escaneada siempre su mantuvo en
convivencia con el resto de la poblacion, como lo hacia habitualmente, por lo que
nunca se les privo de interaccion social, solo al momento de realizar el escaneo para

las imagenes de resonancia magnética.

3.3 Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra se compone basicamente de dos etapas:

La primera etapa consiste en anestesiar al topillo para manipularlo y poder
colocarlo en el cartucho donde se fijara para la obtencién de imagenes. La
manipulacién de estos es mas complicada que la manipulacion de ratas y ratones,
debido a que no estan acostumbrados, como ratas y ratones de laboratorio, a ser
manipulados por él humano. El sistema de induccion consiste de una caja de
acrilico transparente de 9x9x17 cm?® conectada a una manguera (negra), por la que

se hace llegar la mezcla de aire-isoflurano utilizando un vaporizador conectado a



un sistema de aire filtrado para reducir la humedad. La caja de acrilico tiene una
manguera de salida (blanca) dirigida a un filtro para evitar isoflurano en el cuarto.

Figura 11.

Figura 11. Induccién del topillo

En la induccion, cada topillo de la pradera fue anestesiado con isoflurano en una
mezcla de aire a una concentracion del 3% de isoflurano, proceso que tomo en

promedio 3 minutos.

La segunda etapa de preparacion del topillo consiste en colocarlo, previa induccién,
en el cartucho para la obtencidn de las imagenes. Antes de colocar el topillo se tiene
que preparar el cartucho con dos dispositivos, el primero sirve para mantener una
temperatura promedio de 27 °C con un sistema que calienta agua y la hace circular
(Thermo Fisher Scientific Inc.) hacia un cojinete de silicon (almohadilla azul) (SA
Instruments, Inc. Stony Brook NY, EUA), y el segundo para monitorear la
frecuencia respiratoria con una almohadilla sensor neumatico (blanca redonda)
compatible con el equipo de resonancia magnetica (SA Instruments, Inc. Stony
Brook NY, EUA), esta almohadilla tiene alta sensibilidad al movimiento del



abdomen, y esta manda sefial de aire hacia una interfase, que via fibra dptica lo
traduce a una computador colocada fuera del cuarto donde se obtienen las

imagenes, Figura 12.

Figura 12. Cartucho, almohadilla con agua caliente (azul)
y sensor de respiracién (blanco).

Finalmente, el topillo anestesiado es colocado en la boquilla, sistema por el cual se
hace llegar al topillo una combinacion de aire-isoflurano al 1%, a través de un
sistema de mangueras que esta debajo del cartucho, con la finalidad de inducir una
sedacion ligera y continua, durante todo el de rastreo. La sedacion ligera tiene como
fin evitar que este proceso influya en la actividad neuronal espontanea. La fijacion
de la cabeza del topillo, para su inmovilizacion, se logra con una barra mordedura

donde se colocan los incisivos de este, Figura 13.

Figura 13. Colocacién del topillo en el cartucho.



Este cartucho es colocado en un soporte, que permite acoplar el cartucho a la
bobina. La temperatura corporal del topillo se monitored con una sonda rectal (SA
Instruments, Inc. Stony Brook NY, EUA). El protocolo de imagen se programo en
el software de aplicacion Paravision-6 (Bruker, Ettlingen, Germany). Al terminar
la sesién de obtencion de imagenes por resonancia magnética, cada topillo se
regresa a su alojamiento, gracias a que la recuperacion de la anestesia es rapida, del
orden de 30 segundos. Todos los procedimientos aplicados a la muestra de topillos
se realizaron de acuerdo al “Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud” del Ministerio de Salud Mexicano, 6rgano que se
apega al Instituto Nacional de Salud “Guia para el cuidado y uso de Animales de
Laboratorio” (NIH Publicacion No. 8023, revisado 1978, Yy Norma Oficial Mexicana
NOM-062-200-1999). Ademas, el protocolo fue aprobado por el comité del cuidado
animal del Instituto de Neurobiologia, de la Universidad Nacional Autébnoma de

México, Campus UNAM-Juriquilla.

3.4 Adquisicion de imagenes

Hay dos parametros de importancia a considerar al momento de adquirir imagenes
funcionales, particularmente funcionales en estado de reposos, que son: la
resolucion temporal y la resolucién espacial, de tal manera que resulta muy
importante elegir protocolos de imagen por resonancia magnética que permitan
maximizar resolucion temporal y espacial, esto implica realizar adquisiciones
rapidas para conciliar las dos resoluciones requeridas. La técnica de imagen eco-
planar representa una gran ventaja para realizar este tipo de secuenciadas, debido a
que con un solo tiempo de repeticion se pude obtener un volumen cerebral completo
[PfeuVer et al (2002)]. Con esta técnica se pueden obtener varios volumenes en

tiempos cortos, con baja resolucion anatomica, pero de muy alta resolucion espacial



y temporal [Wiener et al (1996)]. La resolucion espacial estd estrechamente
relacionada con la unidad de medida, el voxel, de imagenes obtenidas con la técnica
de resonancia magnética, debido a que, un incremento en el tamafio del voxel
reduce la resolucion espacial, aunque incrementa la cantidad de tejido escaneado
logrando mayor calidad en iméagenes funcionales, por otra parte, una reduccion en
el tamafio del voxel, implica una reduccion en la calidad de la imagen funcional,
especificamente la relacion sefial/ruido, pero a cambio proporciona mas
informacion espacial, y reduce los artefactos por volumen parcial (por ejemplo,
grandes voxeles pueden incluir vasos, y consecuentemente pulsaciones, que
influyen en las frecuencias de la sefial funcional en estado de reposo) [Howseman
et al 1999]. Para lograr un equilibrio entre el tamafio del voxel y la resolucion
tempo-espacial se utilizan en la secuencia tiempos de repeticion del orden de pocos
segundos y voxeles del orden de micras, en la medida d ellos posible, Por otra parte,
hay procesos de pos-procesamiento de imagenes que permites realizar correccion
temporal y espacial de los cortes de cada volumen de imagenes. Otros parametros
que influyen en la calidad de la imagen son: la respiracion, vibraciones de la
muestra durante el escaneo, debido al ruido producido por el equipo de escaneo,
etcétera. Para reducir los efectos de estos parametros es necesario realizar

preprocesamiento en las imagenes obtenidas [Sladky et al (2011)].

Las imagenes se adquirieron con un equipo Bruker Pharmascan 70/16 US de 7.0
teslas (7T) (Bruker, Ettlingen, Germany), y una bobina de transmision/recepcion
(T/R), enfriada por helio, CryoProbe TR (Bruker, Ettlingen, Germany). Se
adquirieron dos secuencias de imagenes, iniciando con las funcionales en estado de
reposo y posteriormente las anatdmicas en formato 3D de alta resolucion, debido

al tiempo de duracion de cada una.



La secuencia utilizada, para obtener imagenes funcionales en estado de reposo, es
la técnica de imagen eco planar espin-echo (SE-EPI, siglas en inglés). Una
desventaja de las imagenes del tipo EPI es que estas se distorsionan por las
inhomogeneidades del campo magnético principal Bo, inhomogeneidades que en
cerebro se presentan debido a cambios tejido- aire, tejido-liquido, por ejemplo, los
senos paranasales. Estas inhomogeneidades de interfases provocan perdida de
sefial. Mucha de esa pérdida de sefial no se puede recuperar, sin embargo, parte de
la sefial perdida, que solo ha sido desplazada de su posicion, se pude recuperar y se
reubicar a su posicion original. Esto se logra realizando, previo a la adquisicion de
la secuencia EPI, un mapa del campo By de tipo elipsoide para cubrir el cerebro
completo de la muestra. Este mapa se obtiene con una utileria del software
Paravision PV6.0 (Bruker BioSpin, Ettlingen, Germany) [Bruker, 2014]. Con este
proceso reducimos, al maximo, los efectos de las inhomogeneidades del campo
magnético principal e incrementamos la calidad de la imagen.

Los parametros de la secuencia SE-EPI para la imagen funcional son: tiempo de
repeticion, en milisegundos, (TR = 2000 ms), tiempo de eco (TE = 19 ms), angulo
de excitacion, en grados, (FA = 90°), campo de vision, en milimetros, (FOV = 18 X
16 mm2), tamafio de matriz (TM = 108 x 96). Para obtener voxeles con un grosor
igual a 0.7 milimetros, y de 0.167 x 0.167 mm2 en el plano. El tiempo total para
obtener las imagenes funcionales fue de diez minutos (10 min.)

El tiempo para adquirir las imagenes estructurales es largo, por esta razon, en el
proceso de obtencion de las imagenes, primero se adquieren las imagenes
funcionales y luego las estructurales. Ambas imagenes se obtuvieron en la muestra,
sin embargo, solo se utilizaron 7 estructurales debido a que el resto tenian artefacto
de movimiento. La secuencia que se utilizé para las imagenes estructurales es una
de adquisicion rapida con realce de relajacion (Turbo_RARE, también conocida
como Rapid Spin Echo RSE, Fast Spin Echo FSE, Turbo Spin Echo TFE). Los



parametros de la secuencia Trubo RARE para la imagen estructural son: TR = 1800
ms, TE = 38 ms, factor RARE de 16, FOV = 18 x 20 mm2, TM = 144x160, grosor
de corte de 0.125 milimetros (Slice Thickness = 0.125 mm), para obtener voxeles
isométricos de 0.125 x 0.125 x 0.125 mm?3, realizando dos promedios de la

adquisicion. El estudio estructural tiene una duracion de 38.24 minutos.

3.5 Preprocesamiento de datos

Las imagenes estructurales 3D de alta resolucion, solos siete elementos de la
muestra debido a que el resto de los elementos resultaron de muy baja calidad,
fueron corregidas de inhomogeneidades de la intensidad de la sefial utilizando el
software N4ITK [Tustison et al (2010)] con un filtro adaptativo [Manjon et al
(2010)], esta inhomogeneidades son resultado de la variacion de la sensibilidad de
la antena. Después de la correccion de inhomogeneidades, se procede a hacer una
normalizacion espacial de estas imagenes para crear una imagen representativa
(plantilla), utilizando un meétodo implementado en las herramientas de
normalizacion avanzada (ANTS, siglas en inglés) [Tustison et al (2010), Avants et
al (2011)], desarrollado por Avants [Avants et al (2010)]. Se obtuvieron iméagenes
cerebrales segmentadas utilizando la herramienta de extraccion cerebral (BET,
siglas en inglés) [Smith (2002)], herramienta que esta implementada en las utilerias
del software FSL v5.0.9 [Smith et al (2004)]. El software FSL es una libreria de
herramientas dedicadas al procesamiento de imagenes cerebrales y es la
abreviacion de FMRIB’s Software Library, desarrollado por el grupo FMRIB de la
Universidad de Oxford, Reino Unido. Finalmente se segmentaron los tejidos con
una herramienta automatizada de segmentacion de FSL, FAST v4 [Smith (2002),
Smith et al (2004)].



Se realizan varios preprocesamientos, con utilerias del software FSL v5.0.9, a las
imagenes funcionales de los topillos de la pradera, con la finalidad de reducir al
maximo factores no deseados y aquellos que estan fuera del alcance del proceso de
su adquisicion, La primera medida para reducir estos factores es eliminar los
primeros cinco volumenes adquiridos, ya que el proceso de estabilizacion del vector
de magnetizacion en estas secuencias tarda de dos a tres volimenes de adquisicion,
esto se conoce como inestabilidad de los datos iniciales. Posteriormente se procede
a hacer la correccion temporal de cortes, los datos de IRMf, los que utilizan
paradigmas y los que se realizan en estado de reposos, recaban la informacion en
planos transversales a la direccion de adquisicion, cada corte es un arreglo de
voxeles, con una dimension para cada lado del voxel en el corte, generando dos
dimensiones del voxel, y una tercera dimension dada por el grosor de corte. En el
caso particular de las imagenes de topillos de pradera cada volumen cerebral consta
de 25 cortes, el cual se obtuvo en 1.2 segundos (1200 ms) que es igual al TR, es
decir, el tiempo aproximado entre el primer corte y el tltimo es aproximadamente
el TR. En consecuencia, si hay correlacion de actividad entre el primer corte y el
ultimo, estos estaran desfasados por un tiempo aproximado al TR. Para corregir
este desfase temporal se hace una correccion temporal de corte (Slice-Timing
Correction, en inglés) [Sladky et al (2011)], con los métodos de correccidon de
interpolacion temporal. La idea de esta técnica es considerar los valores que se
obtienen, predecir como puede cambiar un valor consecutivo de este mismo, en
intervalos de tiempo corto, y utilizar estos valores como respuestas de la sefal
funcional. Existen tres formas de interpolacion, la lineal, de ranura (spline, siglas
en inglés), y la sinc. La lineal, como su nombre lo indica, consiste en trazar una
recta a traves de los valores conocidos y de esta manera se deducen, interpolan, los
valores restantes del comportamiento de la sefial. La interpolacion de ranura se

utilizan curvas no rectas para unir los datos conocidos y de esa manera interpolar



los valores restantes. Por altimo, la interpolacion sinc utiliza particularmente la

sin(mt)

ecuacion sinc (t) = para deducir valores futuros de los datos como funcién

ot '
del comportamiento de la grafica de la funcion sinc. En resumen, cada interpolacion
deduce futuros valores, con base al comportamiento de la grafica, y con estos
valores se realiza la correccion temporal de los datos. La correccién temporal en
las imagenes funcionales en reposo de los topillos de la pradera se realizé con la
interpolacion sinc [Friston et al (2007)]. El segundo preprocesamiento es la
correccion de movimiento de cabeza. Si bien la muestra esta anestesiada, durante
la obtencion de las imagenes, para minimizar movimientos, siempre existe el riesgo
de ligeros movimientos sea por reacciones de la muestra o por hiperventilaciones
derivados de la anestesia. Con la técnica de correccion de movimientos reducimos
al maximo estos. Las herramientas matematicas utilizada para correccion de
movimiento consideran que estos se derivan de posibles rotaciones y/o traslaciones,
como si se tratara de un cuerpo rigido, es decir no hay deformaciones en estos
movimientos. Estas rotaciones y/o traslaciones tiene solo seis grados de libertad:
rotacion de tres angulos, relacionada cada uno con cada eje (x,y,z) y traslacion en
tres ejes [Friston et al (2007)]. Para realizar la correccion de movimiento se utiliza
el proceso conocido como registro de cuerpo rigido, donde se hace un registro de
cada volumen con un volumen de referencia (por ejemplo, el primer volumen),
realizando un proceso de traslacion y rotacion de cada volumen hasta lograr el
mejor registro con la referencia [Smith et al (2004)], el objetivo es que las
estructuras anatémicas representadas en todos los voliumenes coincidan en su
ubicacién espacial.

Las imagenes funcionales obtenidas en los topillos de pradera son de baja

resolucién, desde el punto de vista anatomico, por lo tanto, se superponen en un



mapa de imagenes con mayor detalle anatdbmico que permita referenciar los

resultados funcionales con localizacion anatomica lo méas precisa posible.

El registro de las imagenes funcionales con la plantilla es simplemente llevar a estas
al espacio de la plantilla, lo que se logra con una transformacién lineal de doce
grados de libertad que incluyen: rotaciones, traslaciones, escalamiento e
inclinacion, cada una de las cuales incluye tres grados de libertad, relacionado con
cada uno de los tres ejes principales), y una transformacion no-lineal (ajustes
locales, i.e. aplicadas solo en regiones especificas en vez de en todo el objeto). Una
vez realizadas las transformaciones espaciales, para registrar las imagenes
funcionales en las estructurales, cada elemento registrado es re-escalado a una
resolucion final de 0.4x.04x0.4 mm3, para poder hacer el analisis en el software
FSL v5.0.9.

3.6 Analisis de componentes independientes

La técnica de anélisis de componentes independientes (ICA, siglas en inglés), es
una técnica que separa un conjunto de sefiales en componentes independientes. Esta
técnica considera que los datos observados son una combinacion lineal de fuentes
de sefial estadisticamente independientes, especificamente, dado un grupo de n

sefiales x;(t) discretas y temporalmente independientes:

X1(t), X2(t) . . . Xn(t)

Las cuales se pueden representar por una matriz de datos X ecuacion 3.1



x1(t)
x2(t)

X = ' 3.1

xn:(t)/

Por otra parte, se debe considerar que las sefiales se generaron como una

combinacion lineal de m fuentes de sefales independientes:

Si(t), Sa(t) . . . Sa(t)

de tal manera que cada elemento de la matriz X, ecuacion 3.1, es una combinacion

lineal de las sefales y los términos aj;, ecuacion 3,2:

Xi(t) = ausi(t) + @i S(t) + ... +ans.(t), parai=1...n. 3.2
que representado en forma matricial es:
X =AS 3.3

La matriz A es desconocida, y cada uno de sus elementos representa la contribucion
relativa de cada intensidad de sefial proporcionada por cada fuente independiente
si(t) a la combinacion xi(t). El objetivo de ICA es recuperar las sefiales (t), ecuacion
3.4, cuando se tiene Unicamente la informacion del vector xi(t), con lo que se
obtienen estimaciones de las fuentes, para adquirir la matriz de separacion W, que
es la matriz inversa de la matriz A (W = A?). Esta matriz minimiza los elementos
aij de la combinacion lineal xi(t), de tal manera que se puede construir una

combinacion lineal de la sefial $j(t) de las siguiente manera:

§(0) = wij,1 Xa(t)+wij,2 x2(t)+. . .+Wij,n Xn(t) 3.4



La ecuacion 3.4 se puede representar en forma de matricial, ecuacion 3.5, y que es

muy similar a la ecuacion 3.3, solo que en esta Gltima se utiliza la matriz W.

S=W X 3.5

Con este proceso estadistico se garantiza que las fuentes de sefiales sean
consideradas, también, estadisticamente independientes. La Figura 14 es una
representacion en forma de diagrama del proceso descrito y que realiza ICA para

separar diferentes fuentes [Ganesh et al (2011)].

Senal
desconocida
s () { ‘ X (t) d Si(1)
s2(0) : | X0 $1) ,_
sa(t) X0 $ult) )
[ :’;i ] B ‘ vV
Fuentes de Matri= de Se mf' 5 Matriz de Senales
Senal Combinacion Registrada Separacion Separadas

Figura 14. Diagrama de bloques de separacién de fuentes ocultas (BSS,
siglas en inglés). s(t) son las fuentes, x(t) las sefiales

registradas, S(t) son las fuentes estimadas, A es la matriz de
combinacién y W es la matriz de separacién.

El analisis estadistico realizado con ICA es utilizado en casi todos los anélisis que
se realizan en imagen funcionales, porque proporciona informacion con enfasis en
las variaciones y ortogonalidad de las fuentes de sefiales. Esta caracteristica del
analisis garantiza obtener mapas de actividad, es decir, fuentes de sefial, que
resultan relativamente sencillos de interpretar. Sin embargo, para obtener mapas de
actividad confiables, con ICA, se necesita que los datos cumplan tres premisas
[Ganesh et al (2011)]:



- Las fuentes a considerar tienen que ser estadisticamente independientes. es decir,
el resultado de una no influye en el resultado de la otra y viceversa.

- Las componentes independientes deben tener una distribucion no- Gaussiana. Es
decir, que de acuerdo con el teorema del limite central la distribucién de una suma
de las sefiales independientes con distribucion arbitraria no tienda a una
distribucion gaussiana. Es imposible separar fuentes con distribuciones gaussianas
por el método ICA.

- La matriz de combinacion debe ser invertible. Si esto no se cumple, entonces no
podemos obtener la matriz de separacion.

El anélisis estadistico ICA permite obtener informacion de voxeles en la imagen
que presentan actividad, fuentes de sefial, al mismo tiempo y relacionadas entre si.
Esto permite construir estructuras espacio-temporal de los datos, a través de mapas
espaciales estadisticamente independientes [Beckmann et al (2005)]. Por ejemplo,
para obtener la actividad de la segunda fuente s2(t), es decir, la segunda
componente independiente, se multiplica el segundo renglén de la matriz W, por el
vector X [Ganesh et al (2011)]. Algo importante de los analisis ICA es que en
estadisticas de orden superior es mejor la dispersion de la solucidn, es decir, permite
una mejor clasificacion de sefial como funcion de la activacion respecto de la sefial
de ruido fisiologicos [Wu et al (2006)]. Analizados realizado con ICA identifican
componentes que parecen presentar correspondencia funcional relevante de redes
corticales tales como circuito sensitivo-motor y visual [McKeown et al (1998), Wu
et al (2006), Gregory (2011)], asi como, componentes relacionadas a procesos
fisiolégico, como ritmo cardiaco, respiracion y ruido no fisioldgico, como

artefactos de la imagen [Behzadi et al (2007)].



Capitulo 4. Resultados

Las imagenes obtenidas de la muestra de los topillos de la pradera son de dos tipos,
estructurales y funcionales. Con las estructurales se genera la plantilla para

superponer los resultados del analisis estadistico de las imagenes funcionales.

4.1 Plantilla de cerebro de topillo de la pradera

La plantilla del cerebro del topillo de la pradera que se obtiene presenta alto
contraste entre sustancia gris, sustancia blanca y liquido cefalorraquideo, en
consecuencia, se logran diferenciar estructuras anatdmicas gruesas, entre las que
destacan los bulbos olfatorios, cerebelo y tronco cerebral como se muestra en la
Figura 15a. Se cre6 una mascara binaria de sustancia no gris con ayuda de la
segmentacion del tejido, que incluye a la sustancia blanca (WM, siglas en inglés),
fluido cerebroespinal (CSF, siglas en inglés) vasos y arterias grandes, Figura 15b,
la informacion de la méascara binaria se utiliza para extraer sefial asociada
principalmente con ruido fisioldgico y minimizar su efecto mediante un modelo de

ajuste lineal generalizado. Por altimo, se crea una imagen 3D, Figura 15c.

Figura 15. Plantilla de cerebro del topillo mostrando estructuras e
intensidades. a) cortes axiales, coronal y sagital, (b) Mascara
binaria de substancia no gris (azul), y (c) Reproduccién 3D.
Modificado de Ortiz et al [228].



Se realizd un analisis de ICA por gupos (gICA, siglas en inglés), para mostrar redes
neuronales funcionales a gran escala en el topillo de la pradera, utilizando la utileria
de “Descomposicion Optimizada Lineal Multivariada Exploratoria en
Componentes Independientes” (MELODIC, siglas en inglés) [Psich.colorado.edu,
Beckmann et al (2004)], implementada en FSL. El andlisis gICA se hizo
concatenando las series temporales de todos los sujetos, con la finalidad de obtener
componentes representativas de la muestra [McKeown et al (1998)]. La cantidad
de componentes se establecio en 10 y 30, ya que estos numeros de redes han sido
previamente explorados en humanos [Beckmann et al (2005), Xiong et al (1999),
Di Marino et al (2008), Honey et al (2009)] y modelos animales [Rilling et al
(2007), Jockers et al (2011), Hutchison et al (2011), Lu et al (2012), Nasrallah et al
(2014), Mehling et al (2014), Gozzi et al (2016) Zhou et al (2016), Gorges et al
(2017)]. Los mapas gICA se escalaron a puntajes Z y se establecio un punto de
corte en Z > 2.3, basado en un modelo mixto Gaussiano/Gamma y un enfoque de
prueba de hipdtesis alternativo para identificar los voxeles conectados sobre los
voxeles de fondo [Hartvig et al (2000), Wu eta al (2006)]. Los mapas gICA fueron
inspeccionados visualmente y etiquetados sobre su distribucion y ubicacion
anatomica, para lo cual utilizamos el atlas del cerebro de raton en coordenadas

estereotaxicas de Paxinos [Paxinos et al (2008)].

4.2 Analisis gICA de 10 componentes

El analisis gICA de 10 componentes muestra cuatro estructuras asociadas con
corteza motora y sensorial, la potencial red de seleccidn/atencién y la red modo
basal, algunas estructuras centradas en el cuerpo estriado, el talamo y el hipocampo
ventral, Figura 14. Ademas, el registro de regiones de tipo artefacto de origen no

cerebral, tanto de gICA10 como de gICA30, Figura 16. La identificacion de las



estructuras se basé en la distribucién espacial y la localizacién de sus valores
maximos, guiadas con el atlas estereotaxico cerebral de ratén [Paxinos et al 2008)].
Especificamente, tres de las cuatro estructuras sensoriales/motoras mostradas en la
Figura 16a presentan patrones de conectividad simétricos, cubriendo
principalmente las cortezas motora y somatosensorial (IC01, 1C02, 1C05), pero
también incluye conectividad con el cuerpo estriado y los bulbos olfatorios. La otra
estructura etiquetada como sensorial/motora (IC08) mostré un patron bastante
simétrico, sin embargo, los méaximos valores se presentaron en coliculos,
incluyendo grupos bilaterales en el l6bulo occipital caudal (corteza visual). La
componente (IC09) muestra conectividad funcional bilateral simétrica en el cuerpo
estriado anterior y la corteza frontal de asociacion, Figura 16b. La componente
etiquetada como red modo basal (IC10) incluye, principalmente, la corteza
retrosplenial (cingulo posterior), occipital (visual), corteza del cingulo anterior y
orbitofrontal medial, asi como el hipocampo y el estriado, Figura 16¢. La red
etiquetada como seleccion/atencion (salience network, siglas en ingles), muestra
valores maximos locales en el cingulo anterior y la region insular bilateral (1C06),
Figura 16d. Las componentes (IC03, 1C04), cubren el hipocampo y la corteza
entorrinal, y también incluye el tdlamo bilateral, Figura 14e. Estas regiones también
se han relacionado con la red modo basal. Finalmente, se identificO un componente
no cerebral, que muestra valores maximos fuera del cerebro, Figura 17a. Esta

componente parece influenciada por sefial residual del fluido cerebroespinal (CSF).



a) Sensory/motor Components c) Default Mode Network

Figura 16. Andlisis gICA de 10 componentes. a) Componente
sensor/motoras, incluyendo corteza Motora (IC02), corteza
parietal (IC01, ICO05), coliculo (IC08). b) Estriado y
corteza frontal de asociacidén. c) Red modo basal. (d)

Red de seleccidén/atencién. e) Hipocampo y corteza
entorrinal (IC03, IC04). Modificada de Ortiz [Ortiz et al
(2018)].



a) 10-components gICA

Figura 17. Componentes de artefactos. a) Analisis gICA de 10
componentes. b) Andlisis gICA de 30 componentes. Modificada
de Ortiz [Ortiz et al (2018)].



4.3 Analisis gICA de 30 componentes

El analisis gICA de 30 componentes registra y muestra regiones previamente
identificadas con el analisis de menos componentes, Figura 16, sin embargo,

también muestra regiones sin conectividad significativa, Figura 17b

Especificamente el analisis gICA de 30 componentes registra varias estructuras
motoras y sensitivas, también identifica la red de modo basal y la red de
seleccidn/atencion. Aunque la red modo basal fue subdividida en al menos tres
componentes, resultado de gICA 10 componentes, algunas de estas fueron
adjudicadas al estriado, al hipocampo y a la corteza entorrinal, Figura 18. Sumado
a lo anterior, se encontraron tres estructuras que cubren los bulbos olfatorios, Figura
18a, y se identificaron cinco estructuras cerebelares, Figura 18f. Finalmente, se
identificaron dos componentes relacionadas con artefactos extra cerebrales, Figura
17b. Otras seis componentes, relacionadas con el area sensorial, mostraron patrones
similares, a los encontrados en gICA10, revelando alta simetria en los patrones de
conectividad, que principalmente cubren corteza visual, corteza motora y corteza
somatosensorial (IC07-1C10, IC19, IC20), Figura 18a. Una de estas componentes
gICA mostrd un patron simétrico con valores maximos en los coliculos (1C16),
Figura 16a. Por otra parte, los bulbos olfatorios mostraron patrones de conectividad
funcional muy intensos, Figura 18a, distribuidos en tres componentes: dorsal
anterior (1C27), ventral anterior (IC28) y ventral posterior (1C24), contrario a lo
registrado en glICA10. La Figura 18b muestra que tres estructuras que al parecer
forman parte de la red modo basal, dos anteriores y una posterior, la estructura
anterior incluye corteza prefrontal de asociacion (IC21) y corteza orbitofrontal
(IC04), en tanto que la estructura posterior se refiere a la corteza de asociacion

parietal y retrosplenial (IC18). La Figura 18c muestra valores maximos en el



cingulo anterior y regiones insulares (IC15), que corresponden a la red de
seleccidn/atencion. Estos valores son consistentes con lo identificado en andlisis
gICA de menos componentes, y también presentan correspondencia similar a las
estructuras ya identificadas en el cerebro del ratén [Lu et al (2012), Nasrallah et al
(2014), Gozzi et al (2016)]. La Figura 18d muestra cinco estructuras con valores
maximos en el cuerpo estriado y corteza adyacente, de las componentes que se
encuentran en el estriado, la que se encuentra en el estriado ventral anterior de
manera bilateral presenta valor maximo, mientras que los otros cuatro presentan
patrones de conectividad, principalmente, de manera unilateral, dos de ellas
muestran valores maximos en el hemisferio izquierdo (1C01, 1C03) y las otros dos
en el hemisferio derecho (IC05, 1C12). En la Figura 16e se muestran otras cuatro
componentes con patrones de conectividad unilateral dentro del hipocampo y en la
corteza entorrinal, distribuyéndose dos en cada hemisferio. El analisis gICA30
muestra estructuras del cerebelo, Figura 18f, a diferencia del mismo anélisis con
menos componentes, este muestra varias componentes de patrones de conectividad
funcional ligados al cerebelo. Cinco componentes muestran distribucion bilateral,
principalmente dentro del cerebelo, pero también muestran conectividad con
corteza frontal, estriado e hipocampo. Finalmente, se encuentran dos estructuras
con analisis gICA de mas componentes que se etiquetaron como tipo artefacto no
cerebral, Figura 15b, mostrando valores maximos fuera del cerebro, lateralmente
(IC11, 1C29), similar a la componente de tipo artefacto identificadas con el analisis
de gICA del0 componentes (IC07), Figura 17a.



a) Sensory/motor Components b) Default Mode Network e) Hippocampus / Entorhinal cortex

a) Componente sensor/motora
IC20), corteza occipital (IC19), coliculos (IC16) y

Figura 18. Analisis gICA de 30 componentes.

(IC07- IC10,
bulbo olfatorio (IC24, IC27, IC28). b) Red modo basal (IC21l), corteza

orbitofrontal (IC04), corteza retrosplenial y corteza parietal (IC18)
c) Red de seleccién/atencién (IC1l5). d) Estriado. e) Hipocampo y
corteza entorrinal. f) Componentes Cerebelares. Modificada de Ortiz

[Ortiz et al (2018)]



Capitulo 5 Discusion

En este trabajo se identificaron redes funcionales en estado de reposo en el topillo
de la pradera, correspondientes a las cortezas motora y sensitiva, incluyendo las
potenciales redes de modo basal y de seleccidn/atencién. Los resultados obtenidos,
concuerdan con resultados similares realizados en: roedores [Jonckers et al (2011),
Luet al(2012), Mechling et al (2014), Nasrallah et al (2014), Sforazzini et al (2014),
Staffort et al (2014) Grandjean et al (2014), Gozzi et al (2016),135,137-141],
hurones [Zhou et al (2016)], primates no humanos [Hutchinson et al (2011), Barks
et al (2015)] y humanos [Hagmann et al (2008), Di Martino et al (2008), O’Reilly
et al (2010), Martuzzi et al (210)]. La similitud de los resultados en los topillos de
la pradera y los obtenidos en otras especies muestra que la aplicacion de esta técnica
de imagen y su analisis para crear mapas cerebrales es confiable. Por otra parte, los
mapas funcionales clasificados en el topillo de la paradera son innovadores, ya que
hasta la fecha no se habia hecho ninguna clasificacion de este tipo de mapas. Esto
permite confiar que los estudios de IRMfer en estos roedores son viables, y sirven
para caracterizar organizacion funcional cerebral con potenciales aplicaciones en

investigacion basica y traslacional enfocada a conductas sociales complejas.

5.1 Redes funcionales en estado de reposo en el topillo de la
pradera

Las redes neuronales identificadas en el topillo de la pradera, utilizando el anélisis
estadistico por grupos gICA, de 10 y 30 componentes, respectivamente, muestran

algunas similitudes que se discuten a continuacion.



1. Las redes identificadas en las cortezas motora y sensitiva, muestran patrones

simétricos entre ambos hemisferios para ambos grupos de componentes.

Las componentes IC02 e IC10, respectivamente, incluyen la corteza motora
primaria y secundaria, mientras que las componentes IC0O1 e ICO5 y el rango de
componentes 1C07-1C09, parecen cubrir corteza somatosensorial y motora. La
superposicion de la corteza motora y somatosensorial en la misma componente en
estado de reposo no resulta sorprendente, debido a la integracion sensitivo-motora
cortical identificada en roedores y humanos [Wolpert et al (1995)]. De hecho, en
estudios en humanos se ha mostrado que la corteza somatosensorial y la corteza
motora se localizan dentro de la misma componente, y se refiere a ésta como la red
sensoriomotora [Ferezu et al (2007), Martuzi et al (2007)]. Ambos analisis, ademas,
identificaron un componente emergente sorprendentemente similar al coliculo y
una componente que incluye el 16bulo occipital caudal (corteza visual) y el coliculo
superior. Estos resultados muestran, de manera robusta, redes en estado de reposo
sensorial y motora, similares a las identificadas en el cerebro de raton y rata
[Hutchison et al (2010), Jonckers et al (2011), Gozzi et al (2016)].

2. En ambos anélisis, se identificaron las potenciales redes de seleccidn/atencion
y de modo basal.

El analisis gICA de bajas componentes, identifico una sola estructura de la red
modo basal, incluso en aquellas regiones tipicas de esta red: la corteza retrosplenial
y la corteza orbitofrontal medial, asi como, la corteza occipital (visual), el estriado
posterior e hipocampo, como lo muestra la Figura 9b. Por su parte, el analisis gICA
de més componentes, muestra tres estructuras relacionadas con las regiones de la
red modo basal, de las cuales dos son anteriores y una posterior, como lo muestra
la Figura 18b. Las componentes anteriores incluyen la corteza de asociacion frontal

(IC21) y la orbitofrontal (IC04), mientras que la componente posterior incluye la



corteza retrosplenial y la corteza de asociacion parietal (IC18). Estudios previos de
IRMfer en cerebros de roedores han identificado mapas de conectividad similares
de la red modo basal. En particular, un analisis gICA de pocas componentes (5
componentes) identificd la corteza retrosplenial, corteza del cingulo anterior y
corteza orbitofrontal, entre otras estructuras en el cerebro del raton [Stafford et al
(2014)]. Sin embargo, varios estudios han mostrado, en analisis gICA de mas
componentes, que la red modo basal se segrega en por lo menos una componente
anterior y una componente posterior en ratones y ratas [Jonckers et al (2011),
Nasllarah et al (2014), Stafford et al (2014)]. Otros estudios, realizados en otras
especies, como el huron [Zhuo et al (2016)] y primates no humanos [Margulies et
al (2009), Vincent et al (2010), Hutchison et al (2011), Hutchison et al (2012),
Barks et al (2015)], muestran division en componentes anterior y posterior. ESos
patrones de segregacion son consistentes con la naturaleza de tipo modular de la
red modo basal descrita en cerebro humano, siendo la corteza prefrontal medial y
la corteza del cingulo posterior, dos nodos centro (hubs) de regiones con alta
conectividad funcional cerebral [Buckner et al (2009), Tomasi et al (2011), Van
den Heuvel et al (2013)].

3. En ambos analisis son evidentes componentes subcorticales.

El anélisis gICA de menos componentes mostré mapas de estructuras subcorticales
bilaterales. Sin embargo, el analisis de gICA de mas componentes, también muestra
estos mapas, solo que en patrones segregados unilateral (Figuras 16 y 18). Estos
resultados son consistentes con resultados previos al utilizar ICA para mostrar
componentes bilaterales y unilaterales en el hipocampo y el cuerpo estriado del
cerebro de roedores [Hutchison et al (2010), Jonckers et al (2011), Nasrallah et al
(2014)]. Cabe mencionar que el analisis de mas componentes permitio identificar

y clasificar redes que no eran evidentes en el analisis de menos componentes,



especificamente, el de mas componentes muestra tres estructuras en los bulbos
olfatorios y cinco del cerebelo, los patrones de conectividad de estas estructuras
pudieran reflejar cierto grado de segregacion funcional en los bulbos olfatorios y
cerebelo.

La division de los bulbos olfatorios en tres componentes: un segmento ventral
posterior y dos componentes rostrales, de las cuales uno es dorsal y el otro ventral,
podria estar relacionada con la organizacion funcional de los bulbos olfatorios. Esta
hipotesis es consistente con estudios realizados que describen que los glomérulos
(receptores odorantes en los bulbos olfatorios) se organizan en grupos sensibles a
una combinacion similar de caracteristicas moleculares. Al menos, dos conjuntos
de grupos han sido definidos, uno en la porcion dorsal y otro en la porcién lateral
posterior de los bulbos olfatorios [Mori (2009)], que parecen coincidir con la
distribucioén general de las componentes aqui identificadas. Sin embargo, se
requiere mas investigacion para entender el papel funcional de estos patrones de

segregacion.

En general, las redes funcionales en reposo aqui descritas muestran una
organizacion modular y potencialmente jerarquica, que resulta similar a las
identificadas en otras especies y en el cerebro humano. Se necesita mas
investigacion para explorar la relevancia funcional de estos patrones de
conectividad y su potencial utilidad como biomarcadores de la funcion

neurobioldgica y de condiciones patologicas en los topillos de la pradera.

5.2 Red modo basal

En cuanto a la identificacion de la red modo basal, los trabajos previos y este
trabajo, se basan en la distribucion anatomica de los patrones de conectividad,

incluyendo principalmente la corteza medial prefrontal y la corteza retrosplenial.



Una descripcion mas precisa de la red modo basal implicaria la deteccion de niveles
reducidos de conectividad mientras se realizan tareas externas orientadas [Richle et
al (2001), Fransson (2006), Richle (2015)], situacion que se ha demostrado en
primates no humanos [Mantini et al (2011), Braks et al (2015)], pero no ha sido
estudiada en roedores debido a la complejidad de implementar neuroimagen
funcional con tareas especificas para estas especies. EXxisten evidencias que
respaldan el significado funcional de la red modo basal en roedores, un estudio
reciente en ratas mostro modulacion de la conectividad funcional entre la corteza
prelimbica y la corteza retrosplenial (nodos principales de la red modo basal),
alternando periodos de tareas y actividad, resultados que no muestran redes
sensoriomotoras [Li et al (2015)]. En este trabajo, utilizando la correlacion de
lecturas de oxigeno [Francois et al (2012), Li et al (2014)] como una medida de
conectividad funcional, se obtuvieron resultados similares a los encontrados en
humanos y primates no humanos, sugiriendo la existencia de al menos un precursor

de la red modo basal en el cerebro de roedores.

Los estudios realizados en humanos han atribuido la relevancia de la red modo basal
a funciones de orden superior relacionados con el comportamiento social humano
como la autoconciencia y la teoria de la mente [Mars et al (2012)]. Sin embargo,
resultados recientes sugieren la importancia de la integridad de esta red en roedores
para mantener los comportamientos sociales adecuados. Se demostré que ratas
expuestas al estres cronico presentan alteraciones del comportamiento relacionadas
con ansiedad y depresion, reflejando esto como un incremento en la conectividad
funcional de la red modo basal [Henckens et al (2015)]. Otros estudios estan
enfocados en patologias especificas, por ejemplo, se ha mostrado que estudios de
IRMfer en roedores presenta alteraciones en la red modo basal en una serie de

modelos de autismo [Whasington et al (2014)] y en estudios donde se induce



depresion por estrés psicosocial [Sheline et al (2009)]. Estos resultados sugieren un
vinculo entre la red modo basal en el cerebro de roedores y su comportamiento
social. Los resultados obtenidos en los topillos de la pradera, especificamente los
mapas de la red modo basal, son muy relevantes, debido a que estos roedores tienen
comportamiento social mas complejo que el que presentan ratas y ratones, y en

algunos aspectos similar al del humano, como se mencion6 en la Capitulo 1.

5.3 Posibles Aplicaciones

Las aplicaciones de la neuroimagen funcional de la actividad espontanea en esta
especie resultan un modelo interesante en el sentido que presentan algunos
comportamientos sociales similares a ciertos comportamientos sociales humanos.

Pudiendo utilizarse en alteracion en desérdenes psiquiatricos.

Esta plenamente establecido que la modulacion del sistema de recompensa en los
topillos de la pradera es fundamental para el proceso de vinculacion social, estos
resultados estan estrechamente ligados al estudio de las funciones de la oxitocina,
dopamina, y arginina-vasopresina, asi como los circuitos neuronales donde se
liberan y captan estas, Capitulo 1. Estas componentes neuronales funcionan como
un sistema de recompensa para el vinculo de pareja en esta especie [Young et al
(2004), Johnson et al (2015), Johnson et al (2016), Johnson et al (2017)]. También,
se establecido que la densidad de receptores de dopamina se incrementa
significativamente en el ndcleo accumbens después de dos semanas de mantener
preferencia de pareja [Aragona et al (2006)]. Estos son rasgos caracteristicos de
cambios por plasticidad cerebral inducidos por el sistema de recompensa y
asociados con vinculacion social. Recientemente se demostrd, utilizando
optogenética y electrofisiologia, que la modulacion de la conectividad funcional

corticoestriatal mejora el comportamiento filial a una pareja [Amadei el al (2017)].



En contraste, estudios de neuroimagen en humanos, dirigidos al amor entre pareja
(romantico) y el amor entre hijo y padres han mostrado la importancia de las redes
cerebrales asociadas a recompensa, motivacion y emocion [Skuse et al (2014, King
et al (2016)]. También se ha demostrado, por ejemplo, que el amor de pareja en
humanos incrementa la conectividad funcional de las redes de recompensa,
motivacion y memoria, aun en estado de reposo [Acevedo et al (2011), Song et al
(2015)]. Futuros estudios deberan probar si los topillos de la pradera muestran
diferencias de la conectividad funcional en estado de reposo antes y después de la
vinculacion de pareja, especialmente entre la corteza frontal y el cuerpo estriado.

Por otra parte, estudios de neuroimagen en trastornos psiquiatricos relacionados
con comportamiento social anormal han identificado alteraciones en la
conectividad funcional cerebral en humanos. Entre estos estd el espectro autista
(EA 0 ASD, siglas en inglés) que se ha relacionado con una variedad de alteraciones
de la conectividad funcional en estado de reposo [Hull et al (2016)]. La
investigacion de neuroimagen funcional en modelos animales puede contribuir a
identificar las bases neurobiologicas de los hallazgos en humanos [Liska et al
(2016)]. Como muestra de ello, un estudio reciente en un modelo transgénico de
raton (cntnap2-null), que se enfoca en recrear las caracteristicas del deterioro en el
comportamiento social asociado al EA, que demostr6 disminucion de la
conectividad funcional en estructuras distantes y estructuras proximas en regiones
media y prefrontal del cerebro, particularmente, la poca interaccidon social fue
asociada con alteraciones de la conectividad de la red modo basal [Liska et al
(2017)]. Dado que el topillo de la pradera promete ser un modelo animal interesante
para estudiar comportamientos sociales similares al comportamiento humano
[McGraw et al (2010)]. La neuroimagen funcional del topillo de la pradera podria
expandir los conocimientos que se tienen de la neurobiologia de los

descubrimientos en humanos relacionados con el EA, en particular, los topillos de



la pradera y los humanos presentan variaciones similares en los genes que estan
asociados con la distribucion de receptores de vasopresina 1a (avprla) [Hommock
et al (2005)], y con receptores de OT [Hammock et al (2006)], cuyas alteraciones
en humanos pueden contribuir a alteraciones sociales identificadas en EA [Kim et
al (2002), Wassink et al (2004), Young et al (2015)]. Nuevas investigaciones
deberén estudiar la similitud de la conectividad funcional en estado de reposo en
ambas especies y la relacion de esta conectividad con variaciones genéticas, y de
cOmo estas variaciones genéticas estan relacionadas con el comportamiento social.
La disminucion de la conectividad funcional entre el nucleo accumbens y la corteza
prefrontal, en estudios humanos, se asocia con el trastorno de ansiedad, un trastorno
psiquiatrico cronico que hace que el paciente evite situaciones sociales [Skuse et al
(2014)]. Por lo que resulta importancia investigar si un dafio en esta conectividad
conlleva el mismo efecto en esta especie, relacionado al vinculo social de pareja de
esta especie, utilizando los mapas de conectividad obtenidos. Este resultado sugiere
gque mecanismos similares pero opuestos pueden mediar la formacion de vinculos
sociales relevantes y a la vez, el aislamiento social. En consecuencia, la técnica de
IRMfer proporciona una herramienta no invasiva que permite identificar circuitos
cerebrales asociados a estas conductas complejas. Se sabe que el aislamiento social
en topillos de la pradera afecta la neurogenesis [Manning et al (2015)], produce
alteraciones en la funcién neuroendocrina [Lieberwirth et al (2012)], e induce
cambios en comportamientos similares a los descritos en el trastorno de ansiedad y
estados de animo [Grippo et al (2007), Grippo et al (2008)].

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron construir ciertos mapas del
topillo de la pradera, con la técnica de imagen por resonancia magnética funcional
en estado de reposo. La pregunta importante en este punto es: ¢;es posible detectar

cambios en la conectividad del topillo de la pradera en estado de reposo similares



a los encontrados en humanos con trastornos afectivos, incluyendo trastorno de
ansiedad social? [Greicius et al (2007), Etkin et al (2009), Liao et al (2010), Sheline
et al (2010) Veer et al (2010)]. Estudios futuros deberan investigar la relacion de
las redes funcionales de esta especie como funcion del abandono de las crias en los
primeros afios de vida y la variacion genética en OT y AVPR1A, asi como las
variaciones genéticas inducidas por el medio ambiente, que se sabe influyen en su
comportamiento social [Olazabal et al (2006), Keebaugh et al (2015), Johnson et al
(2015), Johnson et al (2017)].

5.4 Limitaciones

En este trabajo se presentaron factores que pueden ser retos o limitantes. Uno fue
ajustar los niveles de anestesia para evitar que la muestra se mueva durante el
proceso de escaneo. La técnica de IRMfer tiene la desventaja de proporcionar
imagenes de mala calidad, si la muestra a escanear se mueve, sin embargo, algunos
de estos inconvenientes se pueden corregir con herramientas de pos-procesamiento.
Aun con estas correcciones, se tuvo que descartar un cincuenta por ciento de las
muestras estructurales, por su mala calidad.

Las imagenes se obtuvieron con la muestra anestesiada, alterando lo menos posible
la actividad espontanea del cerebro, el grado optimo que utilizamos de anestésico
(isoflurano), fue del 1% en el proceso de escaneo, con una mezcla de aire al 2.5%.
Se ha demostrado que dosis mas altas de isoflurano interrumpen la conectividad
cortical bilateral y la conectividad cortical-subcortical en ratones [Veer et al
(2010)]. Sin embargo, la dosis utilizada en este trabajo nos permitio identificar
conectividad bilateral y cortical-subcortical, sugiriendo que la anestesia no
modifico de manera significativa los patrones de conectividad de la actividad

espontanea reportada aqui. Aunque es posible obtener neuroimagen funcional en



topillos de la pradera despiertos, los procesos de entrenamiento para esto no
reducen los artefactos por movimiento, y sin en cambio, inducen un incremento
significativo en el estrés del topillo e incluso se ha reportado dafio fisico bajo este
tipo de disefios [Peltier et al (2005)]. El estrés al que se someterian los animales sin
anestesia podria afectar significativamente la conectividad funcional [Veer et al
(2010)] y promover cambios de comportamiento asociados a la ansiedad y la
depresion [Grippo et al (2007)]. En este trabajo se realizaron estudios de
neuroimagen en topillos de la pradera machos, una extension necesaria de este
trabajo es hacer los mismo con topillos de la pradera hembras y comparar si existe
diferencias en las redes descritas debido al sexo, ya que muchos de los mecanismos
neurobiologicos de la formacién del vinculo de pareja son especificos del sexo
[Lisa et al (2007), Smith et al (2013), Ulloa et al (2017)].

5.5 Conclusion

Los resultados obtenidos confirman la presencia de redes de conectividad funcional
simetricas muy consistentes con aquellas identificadas en otros roedores, primate
no humano y humanos. Estos hallazgos permiten sentar las bases para el uso de esta
técnica en la investigacion basica y traslacional en el topillo de la pradera en topicos
asociados al comportamiento social complejo mostrado por esta especie. Se espera
que la IRMfer en esta especie ayude a cerrar la brecha entre las propiedades de la
organizacion funcional cerebral a gran escala, los mecanismos celulares y los bases
moleculares relacionados con la cognicion social. Para estudios dirigidos al

desarrollo normal, adicciones y desérdenes neuropsiquiatricos.
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